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Biosenzor 1: Sev Bacillus subtilis BM1456 izhaja iz seva PS-216 in ima okvarjen gen 
comQ. Mutacija mu onemogoča sintezo signalnega peptida ComX, vendar se vseeno lahko 
odziva na signalni peptid. V gen comQ je vstavljen gen za odpornost proti kanamicinu. 
Odziv na signal je definiran kot aktivnost promotorja surfaktinskega operona. Poročevalski 
gen kodira protein YFP in je uravnavan s promotorejem PsrfAA. Ta konstrukt je vstavljen v 
lokus amyE in omogoča kvantifikacijo odziva na signalni peptid ComX. 
 
Biosenzor 2: Sev Bacillus subtilis BM1455 ima iste lastnosti kot so navedene za biosenzor 
1, le da je gen comQ okvarjen s tehnologijo brez označevalca. 
 
Biosenzor 3: Sev Bacillus subtilis PS-216 z okvarjenim genom comQ. Lastnosti 
inaktivacije gena so enake kot pri biosenzorju 1, le da je poročevalski gen lacZ vstavljen 
direktno za gen srfA v surfaktinskem operonu. Gen lacZ kodira encim ß-galaktozidazo, 
preko katere lahko spremljamo izražanje srfA z ß-galaktozidaznim testom. 
 
Nemi tester 1: Sev Bacillus subtilis PS-216 z okvarjenim genom comQ z antibiotskim 
označevalcem. Sev ne proizvaja signalnega peptida ComX, ampak se vseeno lahko nanj 
odziva. Razlikuje se od biosenzorja, ker nima vstavljenega poročevalskega gena. Sev smo 
uporabili za določanje avtofluorescence celic. 
 
Nemi tester 2: Sev Bacillus subtilis PS-216 z izbrisanim genom comQ s tehnologijo brez 
označevalca. Ostale lastnosti seva so enake kot pri nemem testerju 1. 
 
Rekombinantni peptid: Gostiteljski sev ima vstavljeno zaporedje DNA, ki nosi zapis 
željenega rekombinantnega proteina za promotorjem, ki ga je mogoče uravnavati 
(inducibilni promotor). Ob induciranju se začne gen prepisovati v velikih količinah in 
potem lahko protein izoliramo iz medija ali celic v čisti obliki. Primer rekombinantnega 
peptida je signalni peptid ComX v bakteriji Escherichia coli ED367. 
 
Producent: Producent je bakterijski sev, ki ga uporabljamo za pridobivanje željene 
spojine. V našem primeru je producent bakterijski sev E. coli ED367, ki ima vstavljena 
gena za sintezo funkcionalnega signalnega peptida ComX (gena comQ in comX). 
Vstavljena gena sta uravnavana z IPTG inducibilnim promotorjem. 
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Linearizirani OD650: OD650 izmerjen v linearnem območju spektrofotometra. Vzorec smo 
ustrezno redčili, da smo dobili izmerjene vrednosti na spektrofotometru med 0,1 in 0,5 ter 
nato to vrednost pomnožili s faktorjem redčenja. Tako smo dobili vrednost lineariziranega 
OD650. 
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Bacillus subtilis je po Gramu pozitivna široko razširjena vrsta bakterij, ki je zmožna 
sporulacije in kaže izjemno genotipsko raznolikost. Največkrat jo izoliramo v obliki 
temperaturno odpornih spor iz tal, korenin rastlin, iztrebkov živali, hrane in različnih 
vodnih okolij (Earl in sod., 2008; Mandić-Mulec in sod., 2016). Populacija diferencira v 
fenotipsko različne specializirane celice: spore, kompetentne celice, producentke matriksa, 
gibljive celice in producentke zunajceličnih encimov. Nadzor diferenciacije celic B. 
subtilis poteka preko zaznavanja zunajceličnih signalov, ki jih celice izločajo, in ki preko 
sistemov za prenos informacij sprožijo odziv na nivoju transkripcije genov (López in sod., 
2009). 
 
Eden izmed takšnih sistemov je tudi sistem za zaznvanje kvoruma ComQXPA. Ta sproži 
odziv pri visoki celični gostoti, ki vključuje aktivacijo genetske kompetence za 
transformacijo in sintezo surfaktina ter inducira tudi sintezo proteaz (Špacapan in sod., 
2018). Za sintezo signalnega peptida ComX je nujno potreben funkcionalen protein ComQ, 
izoprenil transferaza, ki najprej procesira ComX v kratek peptid in ga nato modificira z 
izoprenilizacijo triptofanskega ostanka v zrel ComX (Ansaldi in sod., 2002; Okada in sod., 
2005). Ta se nato izloči in kopiči v okolici celic. Ob kritični koncentraciji se veže na 
membranski receptor ComP, ki je histidinska kinaza in fosforilira ComA, ki je 
transkripcijski dejavnik (Weinrauch in sod., 1990). Regulon ComQXPA inducira prepis 
operona srfAA-D, ki kodira podenote surfaktin sintetaze (Comella in Grossman, 2005).  
 
Za kvantifikacijo odziva na nivoju izražanja genov je smiselno vstaviti reporterski gen v 
tarčni operon, recimo v surfaktinski operon. Za spremljanje odziva na dodan signalni 
peptid ComX smo uporabili biosenzorje, ki imajo okvarjen gen comQ, in zato ne 
sintetizirajo funkcionalnega signalnega peptida ComX. Gen lahko okvarimo tako, da vanj 
vstavimo gen za odpornost proti antibiotiku in ga s tem prekinemo (Oslizlo in sod., 2014). 
Avtorji so ugotovili, da tak sev, ki nosi v genu comQ zapis za odpornost proti kanamicinu 
postane preobčutljiv na ComX. Odziv na signalni peptid ComX lahko spremljamo tudi z 
biosenzorjem, ki ima okvarjen gen comQ s tehnologijo brez označevalca (Špacapan in 
sod., 2018). 
 
Poleg okvarjene sinteze ComX mora biosenzor tudi omogočiti spremljanje odziva na 
dodan ComX. V ta namen smo uporabili sev, ki nosi za promotorjem sufraktinskega 
operona vstavljen gen za rumeni fluorescenčni protein (»yellow fluorescent protein« - 
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YFP). Jakost fluorescence lahko izmerimo na fluorescenčnem mikročitalcu ali s pomočjo 
fluorescenčnega mikroskopa in ovrednotimo odziv glede na koncentracijo dodanega 
ComX. Odziv na ComX so preučevali že Oslizlo in sod. (2014) ter Špacapan (2015), 
vendar so ti avtorji uporabljali kot biosenzor sev, ki ima inaktiviran gen comQ s 
kanamicinsko rezistenco. 
 
V okviru magistrskega dela smo spremljali odziv biosenzorja na ComX. Ta je imel 
inaktiviran gen comQ s kaseto za kanamicinsko rezistenco (Bacillus subtilis BM 1456, 
biosenzor 1) in sev, ki je imel gen comQ okvarjen s tehnologijo brez označevalca (Bacillus 
subtilis BM1455, biosenzor 2). Mikroskopske slike nam poleg celokupne jakosti 
fluorescence podajo tudi informacijo o jakosti fluorescence posamezne celice. Za uspešno 
spremljanje odziva so potrebne zadostne količine čistega signalnega peptida ComX. Tega 
lahko pridobimo z rekombinantnim producentom E. coli ED367 (Ansaldi in sod., 2002; 
Oslizlo in sod., 2014), vendar postopek pridobivanja ComX še ni optimalen. V okviru 
magistrskega dela smo optimizirali postopek pridobivanja ComX in ugotavljali stabilnosti 
čistega signalnega peptida ComX v pufru SS z BSA. Predvsem smo želeli ugotoviti 
časovni odziv biosenzorja na različne koncentracije ComX.  
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Cilji magistrskega dela so bili: 
- Optimizacija obstoječega protokola za pridobivanje rekombinantnega peptida 
ComX iz bakterije Escherichia coli ED367. 
- Primerjava odziva biosenzorjev 1 in 2 (BM1456 in BM1455) na različne 
koncentracije dodanega eksogenega signalnega peptida ComX s pomočjo genske 
fuzije PsrfAA-yfp ter laserske konfokalne mikroskopije. 




- Predvidevamo, da z dodajanjem limitnih faktorjev rasti producenta E. coli ED367 
in posledično povečanjem celične gostote lahko povečamo donos peptida ComX. 
- Predpostavljamo, da je biosenzor z antibiotskim označevalcem bolj občutljiv na 
signalni peptid ComX kot sev brez označevalca, v katerem je gen comQ potreben 
za sintezo feromona ComX okvarjen s tehnologijo »markerless«. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PRIDOBIVANJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV Z BAKTERIJO 
Escherichia coli 
Bakterijo Escherichia coli najbolj pogosto uporabimo kot gostitelja za proizvodnjo 
rekombinantnih proteinov. Poznamo prokariontske in evkariontske gostitelje. Vsak sistem 
ima svoje prednosti in slabosti, zato je zelo pomembna izbira pravega gostitelja za 
nadaljnje postopke (Rosano in Ceccarelli, 2014). Prednosti uporabe bakterije E. coli kot 
gostitelja so: hiter podvojevalni čas (v optimalnih pogojih približno 20 min), dobra rast na 
cenovno ugodnih gojiščih ter hitra in enostavna transformacija eksogene DNA v gostitelja 
(Sezonov in sod., 2007). Slabosti omenjenega gostitelja so nezmožnost posttranslacijskih 
modifikacij evkariontskih proteinov, pomanjkanje učinkovitih sistemov za izločanje 
proteinov iz celice ter omejena možnost formiranja disulfidnih mostičkov. Poleg prave 
izbire gostitelja je potrebna tudi pravilna izbira ekspresijskega vektorja (Makrides, 1996). 
 
Inducibilni ekspresijski sistem T7 je zelo učinkovit in široko uporabljen sistem za 
pridobivanje kloniranih zaporedij RNA in proteinov v bakteriji E. coli. Pri sevu E. coli 
BL21(DE3) je polimeraza T7 kodirana na kromosomu in je pod kontrolo inducibilnega 
promotorja lacUV5. Zaporedje, ki ga želimo prepisati, se nahaja na plazmidu in je pod 
uravnavo promotorja T7. Promotor T7 specifično zaznava T7 RNA polimeraza. V primeru 
neinduciranega promotorja lacUV5 je prisotno zelo malo polimeraze T7 in posledično 
tarčnega proteina, zato celice rastejo z normalno hitrostjo. 
 
V primeru dodanega induktorja – izopropil-ß-D-tiogalaktozid (IPTG) - se sintetizira 
polimeraza T7, ki prepiše na plazmidu zapisane tarčne gene. Polimeraza T7 je zelo 
specifična in prepisuje gene z veliko hitrostjo, kar pomeni, da je količina tarčne RNA 
kmalu po indukciji primerljiva s celotno količino ribosomalne RNA v celici. Zaradi hitrega 
odziva in skoraj specifične sinteze tarčnega proteina se rast celic po indukciji skoraj ustavi 
(Studier, 2005). Problem polimeraze T7 je njena visoka aktivnost, saj se lahko tudi ob 
neinduciranemu promotorju pojavi manjša količina polimeraze, ki lahko sintetizira nekaj 
proteina. Problem nastane v primeru, če je sintetizirani protein toksičen za celico kar 
upočasni ali celo ustavi rast (Dubendorff in Studier, 1991). Rešitev tega problema je 
možna, če postavimo operator lac (mesto vezave represorja LacI) pred promotor T7 in tako 
dobimo promotor T7lac. Represor LacI se veže na operator in s tem onemogoči 
vzpostavitev elongacijskega kompleksa s strani polimeraze T7 na promotor T7lac. S tem 
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se v neinduciranem stanju znatno zniža količina sintetizirane tarčne mRNA. V primeru 
indukcije se oba promotorja (lacUV5 in T7lac) aktivirata in je prepis nemoten. Mutante v 
sintezi cAMP imajo boljšo stabilnost plazmida in izboljšano produkcijo proteina (Studier, 
2005). 
 
Strategije za povečanje donosa rekombinantnega proteina lahko razdelimo v dva sklopa: 
manipulacija na genski ravni in optimiziranje rastnih pogojev producenta. Manipulacija na 
genski ravni je dobro raziskano področje, optimizacija rastnih pogojev je pogojena z 
gostiteljskim sevom ter tarčnim proteinom in je posledično prilagojena skoraj za vsak 
sistem posebej. Za boljše izražanje je pomembna tudi dobra selekcija celic z visokim 
izražanjem vektorja. To lahko dosežemo z dvojno selekcijo kolonij, kjer nacepimo sev na 
trdo gojišče, naključno izberemo nekaj kolonij in preverimo izražanje proteinov s pomočjo 
metode SDS-PAGE. Kolonijo z najmočnejšim izražanjem nato ponovno precepimo na trdo 
gojišče in še enkrat naključno izberemo nekaj kolonij ter preverimo izražanje proteina. 
Kolonijo z najmočnejšim izražanjem, nato precepimo v tekoče gojišče in pripravimo trajno 
kulturo za shranjevanje v zamrzovalniku na -80 °C. Tak protokol selekcije zagotavlja 
konstantno visoko produkcijo proteina (Sivashanmugam in sod., 2009). 
 
Večje število aktivnih producentov posledično poveča količino sintetiziranega proteina 
(Studier, 2005). Povečanje celične gostote lahko povzroča določene težave pri 
pridobivanju tarčnega proteina: izguba plazmida zaradi neugodnih pogojev, padec pH 
zaradi metabolizma celic in omejena dostopnost kisika v gojišču (Sivashanmugam in sod., 
2009). Omejena dostopnost zraka privede do tega, da celice spremenijo metabolizem 
ogljika in proizvedejo več kislin, ki še dodatno zakisajo gojišče (Studier, 2005). 
 
Za odpravo teh problemov se lahko uporabijo dodatni postopki kot so: ustrezna priprava 
začetne kulture, optimizacija temperature in časa inkubacije. Za povečanje aeracije lahko 
povečamo stresanje (na 300 – 350 RPM) in uporabimo manjše volumne gojišča v večjih 
erlenmajericah (razmerje tekočina:zrak je lahko 1:5 ali več). Torej namesto, da uporabimo 
250 ml gojišča v eni erlenmajerici raje razdelimo gojišče v manjše volumne – npr. 5x50 ml 
v 250-ml erlenmajericah. Pri gojenju kulture v bogatem gojišču je pomembno, da kultura 
ni zasičena oziroma v gojišču že primanjkuje hranil, saj je v tem primeru izražanje proteina 
nizko ali ga sploh ni. Ugotovili so, da je za indukcijo kulture najbolj optimalno uporabiti 
celice, ki so v sredini rastne faze, obenem se izognemo produkciji nepotrebnih sekundarnih 
metabolitov in encimov, kot so proteaze (Sivashanmugam in sod., 2009). 
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Hitrost rasti celic je v kompleksnih gojiščih 2 do 3 krat hitrejša kot v minimalnih gojiščih, 
kjer je edini vir ogljika glukoza. Kompleksna bogata gojišča lahko sprožijo izražanje 
(avtoindukcijo) polimeraze T7. Dodatek glukoze inhibira avtoindukcijo, obenem zniža pH 
v gojišču kar povzroči zaustavitev rasti. Dodatek 1 % glukoze inhibira avtoindukcijo in 
vseeno ne zakisli gojišča do mere, da bi celice prenehali rasti. Če dodamo 2 % glukozo se 
rast celic upočasni, manjša koncentracija, kot je na primer 0,1 % glukoza, nima nobenega 
učinka na avtoindukcijo (Studier, 2005).  
 
Pogosto je v bogatih gojiščih kot so LB ali »trypton broth« zaznati pomanjkanje 
magnezijevih ionov, ki so pomembni za ustrezno delovanje celičnih procesov. Dodatek 1 
mM MgSO4 v gojišče lahko skoraj podvoji maksimalno doseženo gostoto celic. V 
minimalnih gojiščih K2HPO4 in KH2PO4 skrbita za pufrske lastnosti gojišča, obenem sta 
vir kalija in fosfatnih ionov. 25 mM NH4SO4 skrbi za vir amonija in sulfata. Elemente v 
sledovih dodamo s posameznimi komponentami gojišča, vendar se njihove koncentracije 
lahko razlikujejo med samimi šaržami založnih spojin. Studier (2005) je uporabil mešanico 
elementov v sledovih, ki je vsebovala železo, kalcij, mangan, cink, kobalt, baker, nikelj, 
molibdat, selenat in borat. Elementi v sledovih največkrat sodelujejo pri bioloških procesih 
kot funkcionalne skupine v proteinih. Dodatek mešanice elementov v sledovih lahko 
potroji maksimalno celično gostoto (Studier, 2005). 
 
Pri ekspresijskih sistemih, ki imajo plazmide z ampicilinsko odpornostjo, je pomemben 
višji pH gojišča oziroma, da med fazo rasti ne pride do prevelikega zakisanja gojišča. 
Nizek pH povzroči razpadanje ampicilina, kar bi lahko privedlo do izgube plazmida. 
Celice lahko izločajo v gojišče tudi ß-laktamaze, kar je lahko tudi vzrok za nižanje 
koncentracije ampicilina v gojišču. Zaradi zgoraj omenjene kombinacije je zaželeno, da pri 
takšnem sistemu v določenih časovnih intervalih naknadno dodajamo ampicilin v gojišče. 
Pri izražanju proteinov, ki so pod inducibilnim promotorjem z IPTG, lahko uporabimo za 
dosego visoke celične gostote kombinacijo bogatega in minimalnega gojišča. Prednost 
IPTG indukcijskega sistema je tesna in natančna regulacija odziva ter relativno hitro 
pridobivanje produkta. V primerjavi z avtoindukcijsko metodo je metoda z IPTG indukcijo 
hitrejša in celoten postopek lahko opravimo v enem dnevu, medtem ko avtoindukcija 
potrebuje daljše čase inkubacije in lahko traja pridobivanje bakterijske biomase z 
rekombinantnim proteinom tudi do 36 ur (Sivashanmugam in sod., 2009). 
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Zaradi metabolizma sladkorjev se lahko pri visoki celični gostoti rast celic ustavi. Bakterije 
prenehajo rasti zaradi pomanjkanja hranil (zmanjka glukoze) ali zaradi metabolizma, ki 
sproži padec pH pod vrednost, kjer so celice še zmožne rasti (Studier, 2005). Zato je 
pomembno, da spremenimo pH gojišča na 8,2 in s tem povečamo pufrsko kapaciteto ter 
preprečimo zakisanje (Sivashanmugam in sod., 2009). Namesto glukoze lahko uporabimo 
kot vir ogljika tudi glicerol, ki ga lahko celice enako uspešno metabolizirajo kot glukozo, 
vendar zaustavi metabolizem drugih možnih virov ogljika v gojišču. Glicerol lahko v 
prevelikih začetnih koncentracijah tudi zniža pH gojišča, obenem ne inhibira avtoindukcije 
tako kot glukoza. V primeru, da se glukoza porabi preden pH pade pod mejo, ki inhibira 
rast, lahko celice metabolizirajo drugi vir ogljika kot so na primer kisline. Posledično se 
pH dvigne nazaj do nevtralnega ali celo alkalnega. Za zvišanje pH v gojišču pri dodajanju 
glicerola lahko dodamo še drug vir ogljika, ki lahko zviša pH. Kot dodatni vir ogljika 
lahko uporabimo organske kisline, na primer sukcinat, fumarat, malat in citrat. Sukcinat je 
metaboliziran, ko začne že zmanjkovati glukoze, obenem se z metabolizmom sukcinata pH 
zviša – tako lahko dosežemo višjo celično gostoto. Optimalna dodana koncentracija 
sukcinata je 20 mM k 0,5 % glukozi. Višje koncentracije sukcinata lahko privedejo do 
dviga pH nad 8, kar pomeni dodaten stres za celice. Sukcinat ne vpliva na dodatno 
avtoindukcijo polimeraze T7 (Studier, 2005). 
 
Sivashanmugam in sod. (2009) so razvili metodo, ki je rešila zgoraj omenjene probleme in 
zagotovila za 9 do 85-kratno povečanje donosa proteina. Metoda temelji na gojenju kulture 
v bogatem gojišču v katerem bakterije namnožimo do optične gostote približno 10 a.u. – 
celice so v tem času nekje na sredini eksponentne faze rasti. Nato celice speremo in 
resuspendiramo v minimalnem gojišču M9 in induciramo z IPTG (Sivashanmugam in sod., 
2009). Minimalno gojišče M9 ima višji pH in so dodani tudi elementi v sledovih ter 
vitamini, saj so omenjeni elementi velikokrat limitni faktorji rasti celic (Studier, 2008).  
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2.2 ZAZNAVANJE CELIČNE GOSTOTE PRI BAKTERIJAH 
Pred letom 1994 je bilo zaznavanje celične gostote opisano kot pojav avtoindukcije 
(Turovskiy in sod., 2007). Avtoindukcija oziroma zaznavanje celične gostote je bilo prvič 
opisano v 70. letih prejšnjega stoletja pri po Gramu negativni bakteriji Vibrio fischeri, ki 
živi v morju in ob visoki celični gostoti sproži bioluminiscenco (Nealson in sod., 1970). 
Prvič je izraz »quorum sensing« oziroma slovensko »zaznavanje kvoruma« uporabil 
Steven Winans leta 1994 v preglednem članku o avtoindukciji bakterij V. fischeri. Slednja 
je lahko simbiont v lignjih (Euprymna scolopes), kjer doseže v svetilnem organu lignja 
celično gostoto do 10
11
 CFU/ml. Visoka celična gostota je povezana s pojavom 
bioluminiscence. To ne zaznamo pod celično gostoto 10
2
 CFU/ml. Bioluminiscenca je pri 
bakteriji V. fischeri posledica encimske reakcije, ki jo katalizira luciferaza. Sinteza tega 
encima je uravnavana na nivoju operona lux, ki kodira luciferazo. Izraz avtoindukcija je bil 
v preteklosti velikokrat tudi predmet nesporazuma, saj se je le-ta velikokrat mešal z 
avtoregulacijo, zato se je izraz zaznavanje kvoruma hitro prijel v znanstvenem krogu in 
uspešno obdržal do danes (Turovskiy in sod., 2007). 
 
Zaznavanje celične gostote sorodnih bakterijskih celic omogoča bakterijam kooperativno 
vedenje (Xavier in sod., 2011). Produkt kooperativnega vedenja je proizvajanje skupnih 
dobrin, kot so zunajcelični encimi, ki omogočajo razgradnjo kompleksnih snovi (Diggle in 
sod., 2007); antibiotiki, ki pomagajo pri prevzemu določene niše (Bais in sod., 2004); 
ekstracelularne polimerne snovi, ki omogočajo nastanek biofilma (Harrison in Buckling, 
2009); in biosurfaktanti, ki omogočijo kooperativno premikanje bakterij (Xavier in sod., 
2011). Kooperativno vedenje bakterij ima pozitiven učinek na skupnost in izboljša 
možnosti preživetja skupnosti (Diggle in sod., 2007). Zaznavanje kvoruma je široko 
razširjen mehanizem pri bakterijah, ki regulira širok spekter odzivov v odvisnosti od 
celične gostote (Henke in Bassler, 2004). Zaznavanje kvoruma vključuje signalne 
molekule, ki se izločajo v okolje in senzor, ki aktivira kaskado izražanja določenih genov 
(Lazazzera in sod., 1999). 
 
Po Gramu negativne bakterije najbolj pogosto uporabljajo za signalne molekule acil 
homoseril laktone, po Gramu pozitivne bakterije kratke posttranslacijsko modificirane 
peptide. V tem primeru je potreben še dodaten gen za prekurzor in modifikacijski ter 
transportni sistem za produkcijo zrelega peptida in njegov transport iz celice (Kleerebezem 
in sod., 1997). Dvokomponentni sistem pri bakteriji Pseudomonas aeruginosa uravnava 
izražanje genov za elastazo in ramnolipide (virulenčni faktorji), pri bakteriji Serratia 
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liquefaciens uravnava izražanje genov za sintezo pigmentov in antibiotikov (Henke in 
Bassler, 2004), pri bakteriji Staphylococcus aureus uravnava izražanje virulence in tvorbo 
biofilma, pri bakteriji Lactococcus lactis uravnava sintezo peptidnega antibiotika in signala 
nizina (Turovskiy in sod., 2007). 
 
Bakterija B. subtilis uporablja zaznavanje kvoruma za regulacijo sinteze protimikrobnih 
peptidov, antibiotikov in bakteriocinov (Kleerebezem, 2004). Poleg sinteze sekundarnih 
metabolitov regulira dve celični strategiji v stacionarni fazi: kompetentne celice, ki lahko 
privzamejo zunajcelično DNA, in dormantne spore, ki so zmožne preživeti neugodne 
pogoje (Maamar in sod., 2008). Za zaznavanje kvoruma je potreben »skupen jezik« za 
uspešno komunikacijo med celicami, ki se lahko razlikuje že med samimi sevi. Signalne 
molekule so večinoma zelo specifične za določene senzorje in se lahko razlikujejo v 
dolžini, stopnji nasičenosti molekule (AHL) ali v aminokislinski sestavi ter 
posttranslacijskih modifikacijah (peptidi). Bakterije imajo lahko več sistemov zaznavanja 
kvoruma, ki se lahko med seboj prekrivajo ali izključujejo (Turovskiy in sod., 2007).  
 
2.3 DVOKOMPONENTNI SISTEM ComQXPA PRI BAKTERIJI Bacillus subtilis 
Za razvoj genetske kompetence pri bakteriji B. subtilis skrbi operon comQXPA (Ansaldi in 
sod., 2002). Poleg tega ta sistem uravnava sintezo surfaktina (Oslizlo in sod., 2014), kaže 
tudi vpliv na tvorbo biofilma (López in sod., 2009) in sproščanje DNA v okolje (Zafra in 
sod., 2012). Odziv je reguliran preko signalnega peptida ComX, ki se akumulira zunaj 
celic med eksponentno rastjo (Magnuson in sod., 1994). Signal ComX se veže na 
membranski receptor ComP, ki je histidinska kinaza. ComP se ob vezavi ComX 
avtofosforilira in nato fosforilira ComA, ki je transkripcijski regulator (Weinrauch in sod., 
1990). ComA je reguliran tudi z defosforilacijo, ki je odvisna od peptida CSF (competence 
sporulation factor) in fosfataze RapC (Auchtung in sod., 2006). ComA direktno regulira 
izražanje različnih genov, eden izmed njih je tudi operon srfAB, ki vsebuje gen comS, 
potreben za razvoj kompetence (Turgay in sod., 1998) in kodira surfaktin sintetazo 
(Comella in Grossman, 2005). Surfaktin je ciklični lipopeptid in biosurfaktant, ki je 
obetajoča spojina v industriji in ekoloških aplikacijah (Banat in sod., 2010). 
 
ComX je ribosomsko sintetiziran signalni peptid (Bacon Schneider in sod., 2002). Kot 
prepeptid meri 52-73 aminokislinski ostankov, nato pride do rezanja prepeptida v peptid 
dolg le 5-10 aminokislin; ta proces katalizira ComQ, izoprenil transferaza, ki prenese na 
triptofanski ostanek peptida ComX farnezil ali geranil (Okada in sod., 2004; Okada in sod., 
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2008). Izoprenilacija z geranilno ali farnezilno skupino poteka na gama položaju in tako se 
tvori triciklično ogrodje, ki je podobno prolinskemu obroču (Okada in sod., 2017). 
Zaporedje feromona in mesto izoprenilacije se lahko spreminjata med samimi sevi 
(Tortosa in sod., 2001). 
 
Med sevi B. subtilis obstaja izjemno visoka raznolikost v zaporedju lokusa comQXP' 
(Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002; Štefanič in Mandić-Mulec, 2009; Oslizlo in 
sod., 2014), ki jo zaznamo ne le znotraj vrste, temveč tudi širše, znotraj debla Firmicutes 
(Dogša in sod., 2014). Raznolikost je opazna na nivoju aminokislinskega zaporedja ComX 
in na nivoju modifikacije na triptofanskem ostanku, ki je lahko različnih dolžin (Ansaldi in 
sod., 2002). ComQ v povprečju meri 299 aminokislin, sama lokalizacija tega proteina v 
celici še ni točno znana. V nekaterih podatkovnih zbirkah domen spada zaporedje ComQ 
med eno-domenske encime kar nakazuje, da se nahaja v citoplazmi, vendar v tem primeru 
ni jasno, kako se potem modificiran ComX izloči iz celice. V drugem primeru je lahko 
membransko vezan encim (zbirka UNIPROT) (Weinrauch in sod., 1991). Obenem je 
dokazana in vitro aktivnost izoliranega encima brez prisotnosti membrane (Tsuji in sod., 
2012). Za sintezo aktivnega signalnega peptida ComX sta dovolj samo gena comQ in comX 
(Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002). Receptor ComP je sestavljen iz dveh 
domen: histidinsko kinazne domene in ATP vezavne domene. Preostali del proteina je 
sestavljen iz transmembranskih heliksov, ki so povezani med seboj z znotrajceličnimi in 
zunajceličnimi zankami (Piazza in sod., 1999). Vezavno mesto za ComX se nahaja na 
zunajceličnem delu ComP in sicer na N-terminalnem delu proteina (Ansaldi in sod., 2002). 
ComA je polipeptid velik od 196 do 245 aminokislinskih ostankov (v povprečju 214 
ostankov). Ima tipično strukturo transkripcijskega faktorja – N-terminalna domena vsebuje 
fosforilacijsko domeno z ostankom Asp. C-terminalni konec služi kot DNA vezavno mesto 
(Weinrauch in sod., 1990; Roggiani in Dubnau, 1993). 
 
Quorum sensing pri bakteriji B. subtilis lahko razdelimo v komunikacijske skupine 
(ferotipe), pri katerih sevi enakega ferotipa lahko komunicirajo med seboj, sevi različnih 
ferotipov ne (Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Največkrat se signalni peptidi ComX med 
ferotipi razlikujejo v poziciji izoprenoidnega obroča zaradi različnih dolžin peptida, 
različna je lahko tudi posttranslacijska modifikacija. Primerjava genov comQ, comX in 
comP je pokazala na njihovo koevolucijo (Ansaldi in sod., 2002). Nizka vsebnost GC 
baznih parov v teh treh genih (približno 25 do 30 % v primerjavi z ostalimi geni, ki imajo 
približno 40 % vsebnost) nakazuje na horizontalni prenos lokusa comQXP' (Ansaldi in 
sod., 2002). Med določenimi sevi različnih ferotipov lahko vseeno poteka komunikacija, 
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vendar je ta veliko manj intenzivna. Do navzkrižne komunikacije (»cross talking«) prihaja 
največkrat med sevi ferotipov RS-D-2 in RO-H-1. Podobnost genov comQXPA med 
omenjenimi sevi je relativno nizka (približna 88 % podobnost). Vzrok za navzkrižno 
komunikacijo je lahko sama podobnost genov comQXPA ali je lahko vzrok nek drug 
faktor, ki sproži odziv kvoruma. Odziv kvoruma merimo s količino izraženega operona 
srfA, na katerega ima vpliv tudi faktor CSF – ta aktivira prepis operona srfA v odsotnosti 
signalnega peptida ComX. Znano je tudi, da ima signalni peptid ComX inhibicijski učinek 
na nekatere seve drugih ferotipov. V primeru, da peptid nima inhibicijskega učinka na 
drugi sev, lahko najverjetneje pride tudi do navzkrižne komunikacije (Štefanič in Mandić-
Mulec, 2009). 
 
Razlike v fitnesu različnih mutant v operonu comQXPA bakterije B. subtilis nakazujejo na 
možno bimodalno izražanje surfaktinskega operona. Bimodalno izražanje genov omogoči 
izražanje določenih genov samo v enem delu populacije in ne v celotni populaciji. 
Produkcija surfaktina pri mutanti z okvarjenim signalom ComX in eksogeno dodanim 
peptidom ComX je pretirana, kar se pozna pri nižjem fitnesu kulture. Pri naravnem sevu ne 
pride do znižanja fitnesa zaradi peptida ComX, kar nakazuje, da se odzove na signal le del 
populacije in tako lahko populacija posledično dobi željen produkt, obenem se fitnes 
kulture ne spremeni (Oslizlo in sod., 2014). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 REAGENTI 
Preglednica 1: Uporabljeni reagenti. 
Reagent Proizvajalec 
(NH4)2SO4 Merck, ZDA 
Acetonitril (ACN) Sigma-Aldrich, ZDA 
Amonijev hidroksid Sigma-Aldrich, ZDA 
Ampicilin Sigma-Aldrich, ZDA 
Agaroza Sigma-Aldrich, ZDA 
100x BME Vitamin solution Sigma-Aldrich, ZDA 
C6H5Na3O7 · 2H2O Merck, ZDA 
CaCl2 · 2H20 Sigma-Aldrich, ZDA 
CoCl2 Sigma-Aldrich, ZDA 
CuCl2 · 2H20 Sigma-Aldrich, ZDA 
DAPI Panreac, ZDA 
FeCl3 · 6H20 Acros Organics, ZDA 
Fenilalanin Merck, ZDA 
Glukoza Sigma-Aldrich, ZDA 
Glicerol Kemika, Hrvaška 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich, ZDA 
H3BO3 Sigma-Aldrich, ZDA 
Histidin Sigma-Aldrich, ZDA 
IPTG Sigma-Aldrich, ZDA 
K2HPO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
KH2PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
Kanamicin Sigma-Aldrich, ZDA 
Kazeinski hidrolizat BD, ZDA 
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 
LB agar Sigma-Aldrich, ZDA 
LB bujon Sigma-Aldrich, ZDA 
Levcin Sigma-Aldrich, ZDA 
2-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, ZDA 
Metionin Merck, ZDA 
Mešanica soli M9 Sigma-Aldrich, ZDA 
MgCl2 · 6H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
MnCl2 · 4H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Na2HPO4 · 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
NaCl Merck, ZDA 
Na-Glutaminska kislina · H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 1: Uporabljeni reagenti. 
Reagent Proizvajalec 
NaH2PO4 · 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Na2MoO4  Kemika, Hrvaška 
Na2SeO3 · 5H2O Merck, ZDA 
NH4Cl Merck, ZDA 
NiCl2 · 6H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Serin Sigma-Aldrich, ZDA 
Spektinomicin Sigma-Aldrich, ZDA 
TFA, HPLC grade Sigma-Aldrich, ZDA 
ZnSO4 · 7H2O Merck, ZDA 
 
3.2 MATERIAL ZA ENKRATNO UPORABO 
Preglednica 2: Material za enkratno uporabo. 
Material Proizvajalec 
Centrifugirke 50 ml Isolab, Nemčija 
Črna mikrotitrska plošča – 96 well (MTP) s 
prozornim dnom 
Greiner Bio One, Avstrija 
Centrifugirke 15 ml Isolab, Nemčija 
Filtri (premer por – 0,2 µm) Sartorius, Nemčija 
Injekcijske brizge 10 ml BD, ZDA 
Mikrocentrifugirke 1,5 ml Brand, Nemčija 
Mikrocentrifugirke 2 ml Brand, Nemčija 
Petrijevke Golias labortehnika, Slovenija 
Pipetni nastavki Sarstedt, Nemčija 
Polipropilenska MTP Greiner Bio One, Avstrija 
Polistirenska MTP Brand, Nemčija 
Rokavice Kimberly-Clark, ZDA 
Sterilne plastične eze Golias labortehnika, Slovenija 
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Avtoklav (A-21)  Kambič, Slovenija  
Centrifuga (Sigma 3K30)  DJB Labcare, Velika Britanija  
Črpalka (HPLC Pump K-501)  Knauer, Nemčija  
Detektor 1 (Smartline RI Detector 2300)  Knauer, Nemčija  
Detektor 2 (Spectro-Photometer K-2501)  Knauer, Nemčija  
Digestorij (W90)  Waldner, Nemčija  
Eksikator  Duran, Nemčija  
Fotometer (MA 9510)  Iskra, Slovenija  
Grelna miza Medax, Nemčija 
HPLC mešalna komora  Knauer, Nemčija  
Injektor  Knauer, Nemčija  
Komplet pipet  Eppendorf, Nemčija  
Kromatografska kolona Phenomenex, ZDA 
Laminarij (Laminar Flow Cabinet)  ESCO, ZDA  
Magnetni mešalnik (Rotamix 550 MMH)  Tehtnica, Slovenija  
Mikroskop Zeiss, Nemčija 
pH meter (Inolab)  WTW, Nemčija  
Sušilna omara za steklenice Elektromedicina, Ljubljana 
Stresalnik za mikrotitrske plošče (Vibromix 31) Tehtnica, Slovenija 
Stresalnik Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica (Mettler PM6400 Balance) Lab extreme, ZDA 
UV/VIS spektrofotometer Thermo scientific, ZDA 
Fluorescenčni mikročitalec (Cytation 3) BioTek, ZDA 
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Preglednica 4: Bakterijski sevi in njihovi genotipi. 
Sev Izvor Genotip Referenca 
Bacillus subtilis PS-216 WT Divji sev Štefanič in 
Mandić-Mulec, 
2009 
Escherichia coli ED367 
»producent ComX« 
BL21 (DE3) F- ompT gal dcm lon 
hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI 
lacUV5-T7 gene 1 ind1 
sam7 nin5]) pET22  
 
Ansaldi in sod., 
2002 
 
Bacillus subtilis BM1456  
»biosenzor 1« 
PS-216 comQ::kan amyE::PsrfAA-yfp 
(sp) 
Špacapan in sod., 
2018 
Bacillus subtilis BM1455 
»biosenzor 2« 
PS-216 comQ 
amyE::PsrfAA -yfp (sp) 
Špacapan, 2016 
Bacillus subtilis PS-216 
»biosenzor 3« 
PS-216 comQ::kan srfA-lacZ (neo) Štefanič, 2016 
Bacillus subtilis BM1400 
»nemi tester 1« 
PS-216 comQ::kan Špacapan in sod., 
2018 
Bacillus subtilis BM1127 
»nemi tester 2« 
PS-216 comQ Špacapan in sod., 
2018 
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3.5 ZALOŽNE RAZTOPINE 
3.5.1 Antibiotiki 
Pripravljene raztopine antibiotikov smo sterilizirali s filtriranjem skozi filtre s premerom 
por 0,2 µm in jih alikvotirali v 1,5-ml mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke smo hranili 
pri temperaturi -20 °C. 
 
Ampicilin (amp) 
0,5 g ampicilina smo raztopili v 10 ml dH2O. Tako smo pripravili ampicilin v koncentraciji 
50 mg/ml.  
 
Kanamicin (kan)  
0,1 g kanamicina smo raztopili v 10 ml dH2O. Tako smo pripravili kanamicin v 
koncentraciji 10 mg/ml.  
 
Spektinomicin (sp) 
0,5 g spektinomicina smo raztopili v 10 ml dH2O. Tako smo pripravili spektinomicina v 
koncentraciji 50 mg/ml. 
 
Neomicin (neo) 




1 % (m/v) Amonijev hidroksid (NH4OH)  
V 71,5 ml dH2O smo dodali 28,5 ml NH4OH.  
 
10 % (v/v) Trifluoro-ocetna kislina (TFA)  
V suho steklenico, večkrat oprano z vodo in absolutnim etanolom, smo odmerili 10 ml 
TFA in 90 ml dH2O.  
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Goveji serumski albumin (BSA ang. Bovine Serum Albumin)  
V 10 ml dH2O smo raztopili 0,5 g BSA. Raztopino smo sterilizirali s filtriranjem skozi 
filter s porami premera 0,2 μm in razdelili po 1 ml v 1,5-ml mikrocentrifugirke. Raztopino 
smo hranili pri temperaturi -20 °C. 
 
Izopropiltiogalaktozid (IPTG)  
0,238 g IPTG smo raztopili v 10 ml dH2O. Tako smo pripravili IPTG v 100 mM 
koncentraciji. IPTG smo sterilizirali s filtracijo skozi filter s porami premera 0,2 μm in 
raztopino prenesli v 1,5-ml mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke z IPTG smo hranili pri 
temperaturi -20 °C.  
 
Mobilna faza A  
Za mobilno fazo A smo pripravili 99,9 % ACN z 0,1 % TFA. To smo pripravili tako, da 
smo najprej v 2-ml mikrocentrifugirko s pomočjo analitske tehtnice natehtali 1 g dH2O. V 
mikrocentrifugirko smo nato dodali približno 0,2 g TFA ter na analitski tehtnici točno 
stehtali dodan TFA. Mikrocentrifugirko smo nato dopolnili z dH2O do končnega volumna 
2 ml. S pomočjo znane teže TFA smo izračunali količino potrebnega ACN. V oprano in 
osušeno steklenico smo natehtali 153,79 g ACN (gostota pri temperaturi 20 °C je 776,7 
mg/ml). Na koncu smo v steklenico dodali še raztopino iz mikrocentrifugirke in raztopino 
v steklenici dobro premešali. 
 
Mobilna faza B  
Za mobilno fazo B smo pripravili 20 % ACN z 0,1 % TFA. Najprej smo v 2-ml 
mikrocentrifugirko s pomočjo analitske tehtnice natehtali 1,0 g dH2O. V 
mikrocentrifugirko smo dodali ~ 1,0 g TFA, ga stehtali na analitski tehtnici in nato 
dopolnili mikrocentrifugirko do končnega volumna 2 ml. Nato smo v oprano in osušeno 
steklenico natehtali 155,34 g ACN (gostota pri temperaturi 20 °C je 776,7 mg/ml). V 
steklenico smo nato dodali še 798,7 g dH20. Na koncu smo v steklenico dodali še raztopino 
iz mikrocentrifugirke in raztopino v steklenici dobro premešali. 
 
4'6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid (DAPI) 
Na analitski tehntici smo natehtali 10 mg DAPI in ga raztopili v 10 ml dH2O. Raztopino 
smo razdelili v 1,5-ml mikrocentrifugirke in jih shranili pri temperaturi -20 °C. 
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2-merkaptoetanol v Z-pufru 
Naredili smo 7 % mešanico 2-merkaptoetanola. V 10 ml Z-pufra smo dodali 700 µl 2-
merkaptoetanola. 
 
Orto-nitrofenil-ß-galaktozid (ONPG) v Z-pufru 
Pripravili smo mešanico ONPG v Z-pufru v koncentraciji 10 mg/ml. Natehtali smo 100 mg 
ONPG in dodali 10 ml Z-pufra. Mešanico smo raztopili na magnetnem mešalu dokler se ni 
ONPG popolnoma raztopil. 
 
3.5.3 Raztopine soli, pufri in založne raztopine za gojišča 
5x M9 soli 
V 80 ml dH2O smo dodali 5,64 g M9 mešanice soli (33 g/l Na2HPO4, 15 g/l KH2PO4, 5 g/l 
NH4Cl, 2,5 g/l NaCl) in nato dolili dH2O do 100 ml. Nato smo s pomočjo pH metra umerili 
pH raztopine na približno pH 8,2 z dodajanjem 7 M NaOH. 
 
1x SS soli 
V 1000 ml dH2O smo v naslednjem vrstnem redu dodali posamezne spojine in počakali, da 
se vsaka posamezna spojina raztopi: 
6 g KH2PO4 
14 g K2HPO4 
2 g (NH4)2SO4 
1 g C6H5Na3O7 · 2H20 
0,2 g MgSO4 · 7H2O 
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1000x založna raztopina elementov v sledovih 
V 18 ml sterilne dH2O smo dodali: 
25 ml 0,1 M FeCl3 v 0,12 M HCl 
1 ml 1 M CaCl2 
500 µl 1 M MnCl2 
500 µl 1 M ZnSO4 
500 µl 0,2 M CoCl2 
1 ml 0,1 M CuCl2 
500 µl 0,2 M NiCl2 
1 ml 0,1 M Na2MoO4 
1 ml 0,1 M Na2SeO3 
1 ml 0,1 M H3BO3 
 
Z-pufer 
Naslednje sestavine smo raztopili v dH20 in nato dopolnili do 1000 ml: 
10,6 g Na2HPO4 2H2O 
6,2 g NaH2PO4 2H2O 
0,7 g KCl 
0,2 g MgSO4 7H20 
 
Raztopine smo avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, 15 min. 
 
Naslednje raztopine smo sterilizirali z avtoklaviranjem pri temperaturi 110 °C, 20 
minut:  
1 M Kalcijev klorid (CaCl2)  
V centrifugirko smo natehtali 1,47 g CaCl2 · 2H2O in dolili dH2O do 10 ml.  
 
1 M Magnezijev klorid (MgCl2)  
V centrifugirko smo natehtali 0,95 g MgCl2 · 6H2O in dolili dH2O do 10 ml.  
 
1 M Magnezijev sulfat (MgSO4)  
V centrifugirko smo natehtali 2,46 g MgSO4 · 7H2O in dolili dH2O do 10 ml.  
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10 % (m/m) Kvasni ekstrakt  
V 40 ml dH2O smo dodali 4 g kvasnega ekstrakta.  
 
2 % (m/m) Kazeinski hidrolizat  
V 40 ml dH2O smo dodali 0,8 g hidrolizata kazeina. 
  
50 % (m/m) Glukoza  
V čašo smo na tehtnici natehtali 50 g glukoze in dolili vode do 100 g. Na magnetnem 
mešalu smo s segrevanjem raztopili glukozo. 
 
1 M MnCl2 
V centrifugirko smo natehtali 1,62 g MnCl2 · 2H2O in dolili dH2O do 10 ml. 
 
1 M ZnSO4 
V centrifugirko smo natehtali 2,88 g ZnSO4 · 7H2O in dolili dH2O do 10 ml. 
 
0,2 M CoCl2 
V centrifugirko smo natehtali 0,475 g CoCl2 · 6H2O in dolili dH2O do 10 ml. 
 
0,1 M CuCl2 
V centrifugirko smo natehtali 0,170 g CuCl2 · 2H2O in dolili dH2O do 10 ml. 
 
0,1 M Na2MoO4 
V centrifugirko smo natehtali 0,242 g Na2MoO4 in dolili dH2O do 10 ml. 
 
0,1 M H3BO3 
V centrifugirko smo natehtali 0,062 g H3BO3 in dolili dH2O do 10 ml. 
 
0,2 M NiCl2 
V centrifugirko smo natehtali 0,475 g NiCl2 · 6H2O in dolili dH2O do 10 ml. 
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0,1 M Na2SeO3 
V centrifugirko smo natehtali 0,263 g Na2SeO3 · 5H2O in dolili dH2O do 10 ml. 
 
Raztopina levcina, fenilalanina in serina (leu, phe, ser) 
V centrifugirko smo natehtali 0,040 g levcina, fenilalanina in serina in dolili dH2O do 10 
ml. 
 
Raztopina histidina (his) 
V 40 ml dH2O smo dodali 0,4 g histidina. 
 
Mešanica levcina (leu) 
V 40 ml dH2O smo dodali 0,4 g levcina. 
 
Raztopina metionina (met) 
V 40 ml dH2O smo dodali 0,4 g metionina. 
 
3.5.4 Filtrirane raztopine 
Spodaj navedene raztopine smo po pripravi sterilno prefiltrirali skozi filter s porami 
premera 0,2 µm: 
 
0,1 M FeCl3 v 0,12 M HCl 
V 99 ml dH2O smo dodali 1 ml koncentrirane HCl in 2,7 g FeCl3 · 6H20. 
 
Raztopina Na-glutamata (glu) 
V centrifugirko smo natehtali 0,512 g natrijeve soli glutaminske kisline monohidrat in 
dolili dH2O do 10 ml. 
 
0,1 M raztopina 0,1 M FeSO4 
V centrifugirko smo natehtali 0,278 g FeSO4 · 7H2O in dolili dH2O do 10 ml. 
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3.5.6 Tekoča gojišča 
Gojišče LB  
V 250-ml steklenico smo nalili 200 ml dH2O in dodali 4 g LB bujona (2 % m/m).  
 
Gojišče smo avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, 15 min. 
 
Gojišče TB: 
V 100 ml dH2O smo dodali: 
1,2 g pepton 
2,4 g kvasni ekstrakt 
1,25 g K2HPO4 
0,23 g KH2PO4 
400 µl glicerol 
 
Gojišče smo avtoklavirali pri temperaturi 110 °C, 20 minut. 
 
Gojišče CM: 
V 100 ml sterilne 1x SS raztopine smo sterilno dodali: 
1 ml 50 % glukoze 
1 ml 2 % kazein hidrolizata 
1 ml 10 % kvasnega ekstrakta 
0,5 ml histidina 
0,5 ml levcina 
0,5 ml metionina 
200 µl 1 M MgCl2 
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Gojišče M9 (klasično): 
V 70 ml sterilne dH2O smo dodali: 
20 ml mešanice 5x M9 soli 
200 µl MgSO4 
800 µl 50 % glukoze 
10 µl CaCl2 
400 µl raztopine levcina, fenilalanina in serina (leu, phe, ser) 
400 µl Na-glutamata 
400 µl histidina 
400 µl metionina 
 
Dolili smo sterilno dH2O do končnega volumna 100 ml (dodali smo 7,39 ml dH2O). 
 
Gojišče M9 z dodatkom FeSO4:  
V 70 ml sterilne dH2O smo dodali: 
20 ml mešanice 5x M9 soli 
200 µl MgSO4 
800 µl 50 % glukoze 
10 µl CaCl2 
400 µl raztopine levcina, fenilalanina in serina (leu, phe, ser) 
400 µl Na-glutamata 
400 µl histidina 
400 µl metionina 
10 µl 0,1M raztopine FeSO4 
 
Dolili smo sterilno dH2O do končnega volumna 100 ml (dodali smo 7,38 ml dH2O). 
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Gojišče M9 (optimizirano): 
V 75 ml sterilne dH2O smo dodali: 
20 ml 5x M9 soli (pH 8,2) 
500 µl 1 M MgSO4 
20 µl 1 M CaCl2 
2 ml 50 % glukoze 
25 µl 1000x založne raztopine elementov v sledovih 
250 µl 100x BME vitamins solution 
1 ml mešanice leu, phe, ser 
1 ml raztopine Na-glutamata 
400 µl histidina 
400 µl metionina 
 
Koncentracije antibiotikov v gojiščih: 
Ampicilin: končna koncentracija ampicilina v gojišču je bila 100 µg/ml. 
Kanamicin: končna koncentracija kanamicina v gojišču je bila 5 µg/ml. 
Spektinomicin: končna koncentracija spektinomicina v gojišču je bila 100 µg/ml. 
Neomicin: končna koncentracija neomicina v gojišču je bila 2,5 µg/ml. 
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3.6.1 Priprava izrabljenega gojišča seva ED367 – klasična indukcija z IPTG  
Signalni peptid ComX smo pripravili s pomočjo seva E. coli ED367 – v sev E. coli BL21 
sta vstavljena gena comQ in comX, ki sta uravnavana s promotorjem T7 in klonirana v 
vektor pET22. V sevu E. coli ED367 lahko sintezo polimeraze T7 uravnavamo z IPTG. 
ComX smo pripravili, kot so opisali Ansaldi in sod. (2002). Na kratko: v sterilno 100-ml 
erlenmajerico smo sterilno odmerili 20 ml tekočega gojišča LB in dodali antibiotik Amp 
do končne koncentracije 100 µg/ml. Sev E. coli ED367 smo iz zamrzovalnika na -80 °C 
nacepili v erlenmajerico s tekočim gojiščem LB in ga inkubirali na stresalniku pri 200 
obratih/min preko noči (približno 16 h, OD650 po končani inkubaciji je bil približno 1,7) pri 
temperaturi 37 °C. Naslednje jutro smo v dve sterilni 250-ml erlenmajerici z rilčkom 
odmerili 60 ml gojišča M9 (klasično) in dodali Amp do končne koncentracije 100 µg/ml. V 
obe erlenmajerici smo nacepili 2 % (v/v) prekonočne kulture E. coli ED367 in ju stresali 
pri temperaturi 37 °C in 200 obratih/min. Rast kulture smo spremljali s spektrofotometrom 
preko merjenja optične gostote 650 nm (OD650). Kulturi smo inkubirali, dokler nista 
dosegli optično gostoto približno 0,7 (po približno 4 urah inkubacije). Nato smo v eno 
erlenmajerico dodali 250 µl IPTG, v založni koncentraciji 100 mM. V drugo erlenmajerico 
(kontrolno) smo dodali 250 µl sterilne dH2O. Erlenmajerici smo nato inkubirali 4 h pri 
temperaturi 37 °C na stresalniku pri 200 obratih/min. Po končani inkubaciji smo gojišče 
prelili v ločeni centrifugirki in centrifugirali 10 min pri 8000 obratih/min. Supernatant smo 
sterilno prefiltrirali v novi centrifugirki skozi filtre s porami premera 0,2 µm in izrabljeni 
gojišči shranili pri temperaturi 4 °C. 
 
3.6.2 Priprava izrabljenega gojišča seva ED367 – dodatek FeSO4 
Priprava je potekala po istem postopku kot pri poglavju 3.6.1, vendar smo pri tem 
postopku uporabili gojišče M9 z dodatkom FeSO4 (poglavje 3.5.6). 
 
3.6.3 Priprava izrabljenega gojišča seva ED367 – metoda visoke celične gostote 
V sterilno 100-ml erlenmajerico smo sterilno odmerili 20 ml tekočega gojišča TB, dodali 
Amp do končne koncentracije 100 µg/ml in dodali še 400 µl MgCl2. Sev E. coli ED367 
smo iz zamrzovalnika na -80 °C nacepili v erlenmajerico s tekočim gojiščem LB z Amp in 
ga inkubirali na stresalniku pri 200 obratih/min preko noči pri temperaturi 37 °C (približno 
16 h). Prekonočni linearizirani OD650 (OD650 izmerjen v linearnem območju 
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spektrofotometra) je bil približno 23. Naslednje jutro smo v dve sterilni 250-ml 
erlenmajerici z rilčkom odmerili 30 ml gojišča TB, dodali Amp do končne koncentracije 
100 µg/ml ter dodali še 600 µl MgCl2. V obe erlenmajerici smo nacepili 1 % (v/v) 
prekonočne kulture E. coli ED367 in ju stresali pri temperaturi 37 °C in 200 obratih/min. 
Rast kulture smo spremljali s spektrofotometrom, kjer smo merili optično gostoto kulture 
pri 650 nm (OD650). Kulturi smo inkubirali dokler nista dosegli linearizirane optične 
gostote približno 10 a.u. (po približno 2 h 45 min inkubacije) – OD650 neredčene kulture je 
bil okrog 2. Nato smo kulturi sterilno prelili v ločeni centrifugirki in centrifugirali 5 min 
pri 5000 obratih/min in temperaturi 24 °C. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in 
pelet celic resuspendirali v 30 ml optimiziranega gojišča M9. Nato smo dodali Amp do 
končne koncentracije 100 µg/ml in kulturi prelili v sterilni 250-ml erlenmajerici z rilčkom. 
Erlenmajerici smo stresali pri temperaturi 37 °C in 200 obratih/min, dokler OD650 ni 
narastel za približno 1 enoto (po približno 45 min inkubacije). Po dosegu željene 
spremembe v OD650 smo v eno erlenmajerico dodali 125 µl IPTG v založni koncentraciji 
100 mM. V drugo erlenmajerico (kontrolno) smo dodali 125 µl sterilne dH2O. 
Erlenmajerici smo nato inkubirali 4 h pri temperaturi 37 °C na stresalniku pri 200 
obratih/min. Po končani inkubaciji smo gojišče prelili v ločeni centrifugirki in gojišči 
centrifugirali 10 min pri 8000 obratih/min. Supernatant smo sterilno prefiltrirali v novi 
centrifugirki skozi filtre s porami premera 0,2 µm in shranili izrabljeni gojišči pri 
temperaturi 4 °C. 
 
3.6.4 Čiščenje signalnega peptida ComX iz izrabljenega gojišča bakterije E. coli 
ED367 s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 
5 ml izrabljenega gojišča smo zakisali do pH 2 z 10 % trifluoro-ocetno kislino (TFA) 
(približno 400 µl). Zakisanje vzorca smo spremljali s pH metrom. Po zakisanju smo dodali 
100 % acetonitril (ACN) v takšni količini, da je bilo razmerje med zakisanim vzorcem in 
ACN 4:1. Za čiščenje smo uporabili C18 kromatografsko kolono z reverzno fazo (Kinetex 
EVO C18, Phenomenex, 5µm, 250 x 4,6 mm), ki je bila predhodno segreta na temperaturo 
30 °C. Na kolono sta bili priključeni mobilni fazi A in B – mobilna faza A je bila 
sestavljena iz ACN in 0,1 % TFA, mobilna faza B je bila mešanica 20 % (v/v) ACN, dH2O 
in 0,1 % TFA. Podrobnejša priprava mešanic mobilnih faz je opisana v poglavju 3.1. 
Potovanje vzorca skozi kolono smo spremljali preko merjenja absorbance svetlobe pri 
valovni dolžini 214 nm. Ločba vzorca je potekala po protokolu, ki je natančneje opisan v 
Prilogi A. Elucijski vrh ComX smo določili s primerjavo kromatogramov induciranega in 
neinduciranega gojišča z IPTG. Elucijski vrh ComX je bil prisoten samo pri induciranemu 
gojišču (elucijski čas vrha ComX je bil nekje med 40. in 45. minuto, odvisno od šarže 
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pridobljenega gojišča). Ob elucijskem času ComX smo pobrali mililitrske oziroma minutne 
frakcije v 1,5-ml mikrocentrifugirke. Frakcije smo nato nevtralizirali s 50 µl 1 % (m/v) 
NH4OH, nato smo ACN odparili s pomočjo vodne črpalke. Za pospešitev izparevanja smo 
postavili mikrocentrifugirke v termoblok (50 °C). Frakcije smo sušili do končnega 
volumna 450-500 µl. Očiščenemu vzorcu s ComX smo pred nadaljnjo uporabo dodali BSA 
v končni koncentraciji 50 µg/ml. S tem smo preprečili nespecifično vezavo v raztopini. S 
pomočjo elucijskega vrha ComX smo izračunali koncentracijo ComX v vzorcu (poglavje 
3.7) in ga ustrezno redčili z 1x SS pufrom v založno koncentracijo 200 nM. Založno 
raztopino ComX smo shranili pri temperaturi 4 °C. 
 
3.6.5 Staranje založne raztopine signalnega peptida ComX v pufru SS z BSA 
Založne raztopine signalnega peptida ComX, pripravljene po poglavju 3.6.4, smo shranili 
pri temperaturi 4 °C za določen čas. Nato smo za kvantifikacijo aktivnega peptida v 
založni raztopini uporabili HPLC. Za pripravo vzorca in ločbo na HPLC smo uporabili 
enak protokol kot pri izolaciji ComX iz izrabljenega gojišča (poglavje 3.6.4). ComX se je 
eluiral med 40. in 45. minuto. Za negativno kontrolo smo uporabili pufer SS s proteinom 
BSA, obenem smo potencialnim vrhovom preverili biološko aktivnost. Dobljene količine 
peptida ComX smo primerjali z začetno koncentracijo ComX ob »dnevu 0«. Začetno 
koncentracijo ob dnevu 0 smo ovrednotili tako, da smo sveže pripravljeno založno 
raztopino kvantificirali s HPLC. V primeru, da nismo imeli začetne koncentracije vzorca 
ob dnevu 0, smo normalizirali rezultat s povprečjem ostalih izmerjenih začetnih 
koncentracij ob dnevu 0. 
 
3.6.6 Odziv fluorescenčnih biosenzorjev na signalni peptid ComX 
Za merjenje odziva smo uporabili dva biosenzorja – biosenzor 1 (BM1456, comQ::kan
 
amyE::PsrfAA-yfp) in biosenzor 2 (BM1455, ∆comQ amyE::PsrfAA-yfp). Zamrznjeni trajni 
kulturi (-80 °C) smo nacepili v 100-ml erlenmajerici z 20 ml tekočega gojišča LB z 
ustreznimi antibiotiki. Erlenmajerici smo inkubirali preko noči (približno 16 h, OD650 je bil 
okrog 1,7 pri obeh kulturah) na stresalniku pri temperaturi 37 °C in 200 obratih/min. 
Naslednje jutro smo v 100-ml erlenmajerici pripravili 20 ml gojišča CM in dodali 1 % 
(v/v) inokulum prekonočne kulture. Erlenmajerici smo inkubirali na stresalniku pri 
temperaturi 37 °C in 200 obratih/min ter rast kulture spremljali s spektrofotometrom preko 
merjenja OD650. Kulturi smo inkubirali do celične gostote OD650 0,15-0,2 a.u. (inkubacija 
cca. 2 h), da so celice prešle v eksponentno fazo, in ju uporabili za pripravo 4 % inokuluma 
(poglavje 3.6.6.1). 
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3.6.6.1 Priprava vzorcev biosenzorja z različnimi koncentracijami ComX v MTP  
Odziv biosenzorja smo spremljali v mikrotitrskih ploščah (MTP) s prozornim dnom, ki 
omogočajo mikroskopiranje (96 Well Polystyrene Cell Culture Microplates, black, Greiner 
Bio One). V vsako luknjico smo nanesli 47,5 µl gojišča CM, 5 µl ustrezne redčitve ComX 
(iz založne raztopine ComX- glej spodaj) in 47,5 µl gojišča CM s 4 % kulture biosenzorja 
(poglavje 3.6.6). Redčitve ComX smo pripravili v sterilni MTP, kjer smo v prvi stolpec 
nanesli založno koncentracijo ComX (200 nM). Založna raztopina ComX ni bila starejša 
od 5 dni. Za redčitev ComX smo kot redčitveni pufer uporabili t.i. ozadje – HPLC faza A 
(99,9 % ACN z 0,1 % TFA) in faza B (20 % ACN z 0,1 % TFA), namešani v enakem 
razmerju kot ob času eluiranja ComX. Ozadje smo pripravili po istem postopku kot 
frakcijo HPLC. Z multikanalno pipeto smo v ostale luknjice MTP nanesli 33,5 µl ozadja. 
Vzorec smo nato v vsaki vrstici 1,5x redčili (66,5 µl vzorca smo prenašali v naslednje 
stolpce z ozadjem in resuspendirali mešanico, postopek smo ponovili vključno do 11. 
stolpca, v 12. stolpcu je bilo samo ozadje). 4 % inokulum v gojišču CM smo pripravili v 
15-ml centrifugirki v katero smo odmerili 5 ml gojišča CM in dodali 4 % inokulum kulture 
biosenzorja, ki je dosegla OD650 0,15-0,2 a.u. (poglavje 3.6.6). Za boljši pretok zraka v 
MTP smo med robne luknjice MTP vložili distančnike (navojni zatič M3 X 16 mm). 
Pokrove smo dodatno pritrdili na ploščo z lepilnim trakom. MTP smo inkubirali na 
stresalniku v 40-l vreči za avtoklaviranje z dodanimi mokrimi brisačkami, s čimer smo 
zmanjšali učinek izhlapevanja. Avtoklavirno vrečo smo pred pričetkom inkubacije zaprli s 
krep lepilnim trakom in inkubirali MTP pri temperaturi 37 °C in 1100 obratih/min ~ 3, 4 
ali 6 ur.  
 
3.6.6.2 Priprava vzorcev za mikroskopiranje 
Celice smo fiksirali v agarozo in jih hkrati obarvali z DAPI. In sicer smo pred koncem 
inkubacije MTP (poglavje 3.6.6.1) segreli grelno ploščo za preparate (Medax 15801, 
Nemčija) na temperaturo 75 °C. Na grelni mizi smo predgreli tudi toplo vodno kopel, 
plastično V kad in nastavke za pipeto. Nato smo pripravili 25 ml 1 % agaroze in jo segreli, 
da se je agaroza popolnoma raztopila (tekočina je postala bistra). Vročo agarozo smo nato 
postavili v predgreto plastično V kad in jo termostatirali na temperaturo približno 60 °C. 
Ko se je agaroza termostatirala oziroma ohladila pod temperaturo 60 °C, smo dodali 
barvilo DAPI do končne koncentracije 6 µg/ml. Po končani inkubaciji smo MTP postavili 
v vročo vodno kopel (temperatura približno 55 °C) ter počakali, da se je MTP segrela na 
Pandur Ž. Kvantifikacija odziva biosenzorja Bacillus subtilis na signalni peptid ComX.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
29 
približno 45 °C. Nato smo z multikanalno pipeto v vsako luknjico odpipetirali 200 µl 
agaroze z barvilom DAPI in dodatno tekočino v luknjicah resuspendirali. Po dodatku 
agaroze smo MTP ohladili v hladni vodni kopeli (voda je bila predhodno ohlajena na 
temperaturo 4 °C). S tem smo pospešili hlajenje MTP in zamreženje agaroze ter posledično 
preprečili posedanje celic na dno luknjic.  
 
3.6.7 Mikroskopiranje in merjenje fluorescence v mikrotitrskih ploščah z 
biosenzorjem 
Pripravljeno MTP smo analizirali s pomočjo konfokalnega laserskega mikroskopa ZEISS 
AXIO Observer Z1. Z računalniškim programom ZEN 2.3 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) 
smo pripravili protokol za zajem 4 slik na luknjico v MTP na 2 laserskih kanalih. Nastale 
slike so bile velikosti 1024 x 1024 slikovnih točk z ločljivostjo 16 bitov na slikovno točko. 
Ena mikroskopska slika je zajela površino 319,45 µm x 319,45 µm. V povprečju smo na 
eni mikroskopski sliki zajeli približno 350 celic, obarvanih z barvilom DAPI. 
Mikroskopirali smo pri 20x povečavi (objektiv 20x/0,4). Zajem slik je bil približno 0,2 mm 
nad dnom luknjice mikrotitrske plošče.  
 
Protein YFP ima ekscitacijo v območju valovne dolžine 510 nm, emisijo v območju 540 
nm. Pri mikroskopiranju smo uporabili laser 488 nm za vzbujanje fluorescence proteina 
YFP. Zaradi majhne intenzitete ekscitacije proteina smo uporabili v programu možnost 
laserja visoke intenzitete, ki smo ga nastavili na 15 % (jakost laserja). Bledenje proteina pri 
takšni intenziteti ni bilo problematično za naš poskus, kar smo preverili z daljšim časom 
izpostavljenosti vzorca mikroskopskemu laserju (Priloga H). Odprtost zaslonke je bila 
nastavljena na 55 µm, master gain 650 V. Spekter zajemanja emisijske svetlobe je bil od 
480 nm do 700 nm. Barvilo DAPI ima eksitacijski maksimum okrog 365 nm in emisijski 
maksimum okrog 461 nm. Za barvilo DAPI smo uporabili laserski kanal 405 nm. Ravno 
tako smo pri tem kanalu uporabili laser visoke intenzitete (20 % jakost laserja). Odprtost 
zaslonke je bila nastavljena na 41 µm, master gain 900 V. Spekter zajemanja emisijske 
svetlobe smo nastavili na valovno dolžino med 400 nm in 480 nm ter s tem zmanjšali 
jakost šuma ozadja. Zaradi optičnih napak na objektivu mikroskopa je bilo potrebno 
nastaviti fokus za vsak laser posebej, da je bil zajem slike na isti globini vzorca. Laser 405 
nm smo v programu ročno popravili, da je zajemal 11 µm nižje kot laser 488 nm in tako 
smo dobili dejanski zajem slike na isti globini v vzorcu. Ostali nastavljeni parametri v 
programu so bili: hitrost skeniranja – 7, averaging – 4 (Pixel dwell: 1,03 µs). Za kalibracijo 
pozicije MTP smo uporabili protokol v programu, za globinsko fokusiranje smo uporabili 
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8 točk oziroma luknjic na mikrotitrski plošči (luknjice A1, A4, A8, A12, H1, H4, H8, 
H12). Po koncu zajema slik na MTP smo slike analizirali s programom ImageJ (poglavje 
3.7.2). Primer zajetih mikroskopskih slik je prikazan v Prilogi B. 
 
3.6.8 Merjenje fluorescence s fluorescenčnim mikročitalcem 
Celice smo pripravili po istem postopku kot je opisano v poglavju 3.6.6 in nato MTP brez 
pokrova vstavili v fluorescenčni mikročitalec ter izvedli meritev. S protokolom smo merili 
fluorescenco (ekscitacija 500 nm, emisija 530 nm, ojačitev signala: 100) in optično gostoto 
pri 650 nm v vseh luknjicah na MTP. Aparatura je bila termostatirana na temperaturo 37 
°C. 
 
3.6.9 ß – galaktozidazni test – merjenje odziva biosenzorja 3 na ComX 
Sev smo pripravili po enakem gojitvenem postopku kot je opisano v poglavju 3.6.6, le da 
smo tukaj uporabili biosenzor 3. Čas inkubacije MTP je bil 4 h. Po končani inkubaciji smo 
na mikročitalcu izmerili optično gostoto kulture OD650 in nato dodali z multikanalno pipeto 
v vsako luknjico 10 µl 7 % 2-merkaptoetanola in 5 µl toluena. Po dodatku reagentov smo 
MTP inkubirali 30 min na ledu. Med inkubacijo smo pripravili sveži ONPG v Z-pufru. Po 
inkubaciji na ledu smo MTP termostatirali v vodni kopeli pri temperaturi 30 °C. 
Termostatirani kulturi smo dodali 10 µl mešanice ONPG v Z-pufru, pokrili MTP s 
predhodno segreto stekleno ploščo in pokrili MTP s plastičnim pokrovom. Nato smo 
spremljali kinetiko razgradnje ONPG v O-nitrofenol z merjenjem absorbance pri 420 nm z 
mikročitalcem, ki je bil predgret na temperaturo 31,5 °C. Absorbanco smo izmerili v 8 
točkah v istih časovnih intervalih (4 min) in tako smo dobili hitrost razgradnje ONPG (ime 
protokola: iztok_temp_8steps_b3_rtemp_4). Po termostatiranju MTP na temperaturo 30 °C 
je pomembno hitro in natančno delo, da se nam plošča ne ohladi, saj je test zelo občutljiv 
na temperaturne spremembe. 
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Slika 1: Hodogram eksperimentalnih pristopov priprave signalnega peptida ComX v heterolognem sistemu E. 
coli ED367 (A) in prikaz eksperimentalnih pristopov vrednotenja odzivov bakterije B. subtilis na ComX pri 
različnih metodah kvantifikacije zaznavanja odziva (B). 
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3.7.1 Določanje koncentracije signalnega peptida ComX v frakciji HPLC 
Iz kromatograma smo na izbranem vrhu ComX s pomočjo računalniškega programa 
Eurochrom HPLC Software (Version 3.05 P4) izračunali povprečno absorbanco pri 214 
nm v času zajema frakcij (v minutnih intervalih). Omenjena vrednost predstavlja površino 
pod izbranim vrhom na kromatogramu (Area). Za molekulo ComX smo ocenili 
ekstinkcijski koeficient pri valovni dolžini 214 nm. Na podlagi kemijske sestave signala 
smo ocenili ekstinkcijski koeficient. Delne ekstinkcijske koeficiente aminokislin v 
acetonitrilu smo povzeli po izsledkih avtorjev Kuipers in Gruppen (2007). Za farnezil smo 
predpostavili, da ima enak ekstinkcijski koeficient kot polovica skvalena (Pittler in sod., 
1995; Jarstfer in sod., 2002). Tako smo ocenili vrednost ekstinkcijskega koeficienta za 





𝐴 =  𝜀 𝑙 𝑐                                  ...(1) 









3.7.2 Analiza mikroskopskih slik s programom ImageJ – jakost fluorescence odziva 
biosenzorjev na signalni peptid ComX 
Z računalniškim programom ZEN 2.3 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) smo zajeli 2 sliki na 
isti poziciji in ravnini v luknjici MTP – na eni sliki smo zajeli sliko, ki je bila vzbujena z 
laserjem 405 nm (kanal DAPI), na drugi z laserjem 488 nm (kanal YFP). S programom 
ImageJ 1.51k smo najprej slikam odšteli šum ozadja ter nato analizirali delce na slikah 
vsakega kanala posebej. Slike iz kanala na laserju 488 nm smo uporabili za merjenje 
jakosti fluorescence celic, slike iz kanala na laserju 405 nm smo uporabili za štetje celic v 
vidnem polju (celoten računalniški ukaz - makro za izvajanje analize mikroskopskih slik je 
napisan v Prilogi I). Rezultate smo uporabili naprej za izračun odziva biosenzorja na 
ComX. 
 
3.7.3 Izračun jakosti fluorescence odziva biosenzorjev na signalni peptid ComX 





                                  ...(2) 
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V enačbi (2) je If jakost fluorescence na delec, F je izračunana povprečna fluorescenca na 
kanalu YFP, n je število delcev oziroma celic na kanalu DAPI. Fluorescenca (F) je produkt 
površine, ki jo zavzamejo celice na sliki, in povprečne jakosti fluorescence na sliko. Tako 
smo izračunali povprečno jakost fluorescence na celico na posamezni mikroskopski sliki. 
Enota povprečne jakosti fluorescence na celico je RFU (ang. relative fluorescence units). 
Od dobljenih rezultatov za biosenzor 1 in 2 smo odšteli še negativni kontroli, ki smo jih 
pridobili z merejenjem fluorescence nemih testerjev – ista seva kot biosenzorja, le da sta 
brez fluorescenčnega proteina. Potek izračuna fluorescence negativne kontrole je enak kot 
pri biosenzorju.  
 
3.7.4 Analiza distribucije fluorescence celic 
Zajete mikroskopske slike smo s programom ImageJ 1.51k računalniško analizirali. 
Postopek je enak kot pri poglavju 3.7.2, le da smo pri slikah posnetih z laserjem 488 nm 
(kanal YFP) analizirali rezultate posameznih delcev in ne povprečja celotne slike 
(uporabili smo rezultate iz okna »Results« in ne iz okna »Summary of Stack« kot pri 
analizi jakosti fluorescence pri poglavju 3.7.3). Nato smo dobljene jakosti fluorescence 
razporedili v skupine po 200 RFU jakosti fluorescence in normalizirali vrednosti tako, da 
smo število celic v skupini delili s celokupnim številom celic. Celokupno število z DAPI 
obarvanih celic smo pridobili iz analize slik z laserjem 405 nm (kanal DAPI). S pomočjo 
računalniškega programa Origin 2016 in pridobljenih rezultatov smo narisali stolpični 
diagram, ki prikazuje normalizirano distribucijo celic glede na jakost fluorescence. 
 
3.7.5 Obdelava rezultatov odziva biosenzorjev 1, 2 in 3 s programom Origin 
Za statistično analizo rezultatov smo uporabili program Origin 2016. Rezultate neodvisnih 




                           ...(3) 
 
Enačba (3) najbolje opiše odziv biosenzorja na signalni peptid ComX. Parametre Vmax, n in 
Km nam izračuna program Origin 2016 skupaj s 95 % intervalom zaupanja. Parameter c 
predstavlja koncentracijo signalnega peptida ComX. Za izračun prilagojene krivulje smo 
uporabili način »Concatenated fit«, kjer algoritem za vsako neodvisno ponovitev najprej 
prilagodi krivuljo, nato združi vse krivulje v eno, kjer upošteva vsako neodvisno ponovitev 
z enako težo. Pridobljene rezultate smo nato s pomočjo programa Origin 2016 uporabili za 
njihov grafični prikaz.  
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4.1 OPTIMIZACIJA PROTOKOLA ZA PRIDOBIVANJE IZRABLJENEGA 
GOJIŠČA BAKTERIJE E. coli ED367 
Na katedri za mikrobiologijo so uporabljali protokol za pridobivanje izrabljenega gojišča, 
ki je bil povzet po Ansaldi in sod. (2002). Ti so gojili bakterijo E. coli ED367 v 
minimalnem gojišču M9 in inducirali izražanje comX z IPTG, ko je kultura dosegla OD650 
0,7. Rast v minimalnem gojišču M9 je v primerjavi z bogatimi počasnejša. V minimalnem 
gojišču M9 so elementi v sledovih (npr. različni kovinski ioni) limitni faktorji. Obenem se 
sestava elementov v sledovih spreminja s šaržami mešanic založnih raztopin. Eden 
pomembnejših limitnih faktorjev je Fe
2+
, zato smo obstoječi protokol (minimalno gojišče 
M9) modificirali in dodali FeSO4 kot vir Fe
2+
 ionov. Posledično se je rast izboljšala 
(Priloga J) in obenem tudi donos signalnega peptida ComX za približno dvakrat (Slika 2). 
 
Sivashanmugam in sod. (2009) so razvili nov protokol za pridobivanje rekombinantnih 
proteinov iz bakterije E. coli, kjer so poskušali povečati celično gostoto producenta z 
začetnim gojenjem producenta v bogatem gojišču, kjer je bila optična gostota približno 10 
a.u. S tem so želeli povečati število aktivnih producentskih celic, ki producirajo 
rekombinantni protein in tako naj bi povečali količino pridobljenega rekombinantnega 
proteina od 5 do 95-krat. Uporaba tega protokola v našem sistemu je povečala donos 
signalnega proteina ComX za približno 5 krat v primerjavi z obstoječim protokolom (Slika 
2). S povečanjem količine očiščenega ComX smo lahko pripravili založno raztopino 
ComX v pufru SS z dodanim BSA s hranjenjem pri temperaturi 4 °C. 
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Slika 2: Količina pridobljenega signalnega peptida ComX v 3,7 ml izrabljenega gojišča, pridobljenega z 
različnimi protokoli. Zeleni stolpec predstavlja klasično indukcijo z IPTG v gojišču M9 (Ansaldi in sod., 
2002), rdeči modificirano gojišče M9 z FeSO4, modri uporabo protokola z visoko celično gostoto 
(Sivashanmugam in sod., 2009). Napaka je SD in je podana na podlagi 4 bioloških ponovitev. Pri stolpcih 
označenimi z ** je p vrednost 0,004 pri α=0,05, pri *** znaša p vrednost 0,0005 pri α=0,05. To predstavlja, 
da so razlike signifikantne med različnimi protokoli pridobivanja peptida ComX iz izrabljenega gojišča. 
 
4.2 STARANJE SIGNALNEGA PEPTIDA ComX V PUFRU SS 
O sami stabilnosti ComX v pufru SS ni veliko znanega. Očiščen ComX smo shranili 
raztopljen v pufru SS (založna raztopina) pri temperaturi 4 
o
C in koncentracijo peptida 
merili s HPLC. Slika 3 prikazuje delež maksimalne količine ComX ovrednoten skozi čas s 
HPLC. Založna raztopina je bila pripravljena tako, da je bila končna koncentracija v 
raztopini 200 nM. Rezultate analize HPLC smo analizirali z linearno regresijo. Ugotovili 
smo, da signalni peptid ComX v pufru SS pri temperaturi 4 
o
C tudi ob dodajanju BSA 
razpada skozi čas (negativna regresija). Hitrost razpada je relativno počasna (razpade 0,5 
% ComX na dan). Ob hranjenju ComX pri temperaturi 4 °C 100 dni bi koncentracija 
aktivnega signalnega ComX upadla za 50 %. 
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Slika 3: Delež maksimalne količine signalnega peptida ComX (■) v založni raztopini v odvisnosti od časa 
hranjenja založne raztopine pri temperaturi 4 °C. Prikazana je linearna regresija (─) vseh meritev s 95 % 
intervalom zaupanja (---). Meritve so bile narejene na osmih neodvisno pridobljenih vzorcih. Napaka se 
nanaša na tehnične ponovitve HPLC istega vzorca. 
 
Preglednica 5: Rezultati linearne regresije meritev staranja signalnega peptida ComX v pufru SS z BSA v 
odvisnosti od časa hranjenja vzorca kot založne raztopine pri temperaturi 4 °C. 
Enačba y = a + b∙x 
Presečišče z osjo Y 1,00 ± 0,04 
Naklon -0,005 ± 0,001 
R
2
 (koeficient determinacije) 0,7 
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4.3 PRIMERJAVA METOD ZA MERJENJE ODZIVA BIOSENZORJA NA 
SIGNALNI PEPTID ComX 
Uporabili smo seve B. subtilis z različnimi poročevalskimi geni za kvantitativno sledenje 
odzivu na ComX (Preglednica 4). Uporabili smo sev, ki ima vstavljen reporterski gen za ß 
– galaktozidazo (biosenzor 3), in sev, ki ima vstavljen gen za fluorescenčni protein yfp 
(biosenzor 1, BM1456), kar nam je omogočilo, da smo kvantificirali odziv z merjenjem ß-
galaktozidazne aktivnosti, s pomočjo mikročitalca fluorescence, spektrofotometra oziroma 
na konfokalnem laserskem mikroskopu. Oba seva izhajata iz bakterije B. subtilis PS-216, 
razlikujeta se v poročevalski fuziji in mestu, kje se fuzija nahaja – pri biosenzorju 3 v 
surfaktinskem operonu za genom srfA, pri biosenzorju 1 v lokusu amyE za promotorjem 
PsrfAA. 
 
Princip pri ß – galaktozidaznem testu je spremljanje kinetike razgradnje ONPG v O-
nitrofenol in galaktozo z ß – galaktozidazo. Količino nastalega O-nitrofenola lahko 
spremljamo z merjenjem absorbance pri 420 nm (A420). Ta metoda ima zelo visoko 
občutljivost in nizko napako, saj je encim stabilen pri temperaturi 30 °C. Zaradi možnosti 
spremljanja same kinetike razgradnje lahko teoretično zaznamo zelo majhne količine ß-
galaktozidaze, saj lahko podaljšujemo čas spremljanja kinetike razgradnje do razpada 
ONPG. 
 
Preglednica 6 in Slika 4 kažeta, da ima ß – galaktozidazni test res najmanjšo napako izmed 
vseh treh metod. Prav tako je občutljivost metode najboljša, saj je v primerjavi z 
mikroskopom občutljivost petkrat večja, v primerjavi z mikročitalcem celo za približno 
sedemkrat. Pri izračunu kinetike razgradnje ONPG se je pri nizkih koncentracijah 
dodanega signalnega peptida ComX pojavil zelo majhen negativen naklon razgradnje, ki je 
bil vseeno bolj pozitiven kot pri kontroli. A420 je poleg absorpcije O-nitrofenola odvisen 
tudi od sipanja svetlobe, ki je v glavnem posledica prisotnosti celic. Negativni naklon A420 
pri kontroli pomeni, da se je A420 s časom rahlo nižala, kar je lahko posledica počasne lize 
celic ali možnosti nabiranja kondenza na stekelcu. V primerjavi z drugima dvema 
metodama se krivulja odziva pri tej metodi pomembno razlikuje (Preglednica 6). Vzrok za 
takšno odstopanje je lahko v biosenzorju 3, saj ima ta vstavljen poročevalski gen direktno 
za genom srfA v surfaktinskem operonu, medtem ko ima biosenzor 1 (BM1456) 
reporterski gen vstavljen za surfaktinski promotor, ki je vstavljen v lokus amyE. 
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Slika 4: Normalizirane meritve odziva biosenzorja 3 (PS-216, comQ::kan srfA-lacZ) na signalni peptid 
ComX z merjenjem ß-galaktozidazne aktivnosti. Prikazano je najboljše prileganje rezultatov z Enačbo 3 (─) 
skupaj s 95 % intervalom zaupanja (---). 
 
Merjenje fluorescence na fluorescenčnem mikročitalcu je najhitrejše in najenostavnejše od 
omenjenih metod, vendar ni možno zaznati nizke jakosti fluorescence. Absolutne jakosti 
izmerjene fluorescence celic s fluorescenčnimi proteini so bile nizke, zato je posledično 
pričakovan nizek dinamični razpon in tudi visoka meja zaznavanja fluorescence. Pri 
omenjeni metodi se pojavi tudi problem v primeru posedanja oziroma združevanja celic v 
pelikle, saj je v tem primeru lahko zelo veliko odstopanje med posameznimi ponovitvami. 
V našem primeru smo celice resuspendirali in fiksirali z agarozo, tako da predpostavljamo, 
da so bile celice enakomerno razporejene po celotni suspenziji (podrobnejši protokol 
opisan v točki 3.6.8).  
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Slika 5: Normalizirane meritve fluorescence biosenzorja 1 (BM1456) s fluorescenčnim mikročitalcem. 
Prikazano je najboljše prileganje rezultatov z Enačbo 3 (─) skupaj s 95 % intervalom zaupanja (---). 
 
Merjenje fluorescence z mikroskopom se izvaja z analiziranjem posameznih 
mikroskopskih slik vidnega polja, tako da pri tej metodi vidimo vsako celico posebej. 
Zaznavanje odziva pri fluorescenčnem sevu z mikroskopijo tako izboljša mejo detekcije. 
Fluorescenčni mikročitalec je imel v primerjavi z ß-galaktozidaznim testom slabšo 
občutljivost in večjo napako (Preglednica 6). Z mikroskopsko metodo lahko poleg krivulje 
odziva celic dobimo tudi dodatno informacijo o jakosti fluorescence na nivoju posamezne 
celice (Slika 6).  
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Slika 6: Normalizirane meritve fluorescence biosenzorja 1 (BM1456) z mikroskopom. Prikazano je najboljše 
prileganje rezultatov z Enačbo 3 (─) skupaj s 95 % intervalom zaupanja (---). 
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Preglednica 6: Primerjava metod zaznavanja odziva biosenzorjev na signalni peptid ComX. Dinamični 
razpon je razmerje med maksimalno in minimalno zaznano vrednostjo na Y osi z določeno metodo. Vmax je 
maksimalen odziv celice, k je koncentracija signala, pri kateri pride do 50 % Vmax, n je konstanta, ki nam 
pove število vezavnih mest za signal ComX na celico. 
 Fluorescenčni 
mikročitalec 
Mikroskop ß-galaktozidazni test 
Meja zaznavanja odziva na ComX (nM) 1,5 1,0 0,2 
Relativna napaka (%) pri 3 nM koncentraciji 
ComX  
0.10 0.16 0.08 
Dinamični razpon  (14 ± 2):1 (320 ± 180):1 (53 ± 37):1 
Odmik krivulje od osi X pri 0,2 nM 
koncentraciji ComX  
-0,12 ± 0,06 0,025 ± 0,012 0,002 ± 0,004 
Vmax 0,93 ± 0,04 0,92 ± 0,06 1,13 ± 0,07 
k 2,6 ± 0,1 2,7 ± 0,2 3,2 ± 0,3 
n 4,5 ± 0,9 3,0 ± 0,6 1,9 ± 0,2 
 
4.4 PRIMERJAVA ODZIVA BIOSENZORJA 1 (BM1456) IN BIOSENZORJA 2 
(BM1455) NA SIGNALNI PEPTID ComX 
Za spremljanje odziva na signalni peptid ComX smo uporabili dva biosenzorja: a) 
biosenzor 1 (BM1456), ki ima okvarjen gen comQ z vstavljenim genom za odpornost proti 
antibiotiku kanamicinu, in b) biosenzor 2 (BM1455), ki ima okvarjen gen comQ s 
tehnologijo brez označevalca. Pri primerjavi odziva obeh biosenzorjev smo ugotovili, da 
ima biosenzor 1 nižjo vrednost k. Ta vrednost nam pove pri kateri koncentraciji signalnega 
peptida ComX se doseže polovica maksimalnega odziva (Preglednica 7). Ta je pri 
biosenzorju 1 pri 2,7 nM koncentraciji ComX, pri biosenzorju 2 pri 3,5 nM koncentraciji 
ComX. Torej pri biosenzorju 1 pride do polovičnega nasičenja pri nižji koncentraciji 
ComX kot pri biosenzorju 2 (Slika 7). Enaka koncentracija ComX sproži močnejši odziv 
pri biosenzorju 1 kot pri biosenzorju 2. Parameter n nam pove kolikšno je število vezavnih 
mest za substrat. 
 
Naši podatki kažejo, da ima biosenzor 1 večje število vezavnih mest kot biosenzor 2, kar je 
v skladu s parametrom k. Rezultati krivulj so normalizirani na maksimalno vrednost 
fluorescence v neodvisni ponovitvi. Neodvisne ponovitve smo uporabili, saj je prišlo do 
odstopanj v maksimalnih vrednostih fluorescence. S tem smo predpostavili, da je celični 
odziv neodvisnih ponovitev sorazmeren glede na maksimalen izmerjen celični odziv. 
Podrobnejše slike odzivov biosenzorja na ComX pri neodvisnih ponovitvah so prikazane v 
Prilogah D in E. Absolutna maksimalna vrednost fluorescence pri biosenzorju 1 je višja kot 
pri biosenzorju 2, kar dodatno potrjuje, da ima biosenzor 1 močnejši odziv na isto količino 
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signalnega peptida ComX. Minimalna občutljivost odziva pri nizkih koncentracijah je med 
biosenzorjema primerljiva, nasičenje odziva na signalni peptid ComX doseže biosenzor 1 
pri nižji koncentraciji ComX kot biosenzor 2.  
 
Na Sliki 8 je na točki s fluorescenco 0 prikazan delež celic, ki jih nismo zaznali z rumenim 
fluorescenčnim kanalom oz. je bila njihova fluorescenca enaka ozadju, medtem ko smo jih 
zaznali z barvilom DAPI. Če primerjamo delež celic, ki ne sveti pri negativni kontroli in 
pri dodanem peptidu ComX, lahko opazimo, da se delež celic, ki ne svetijo, pri slednjem 
zniža. Hkrati se poveča delež celic, ki svetijo zelo močno – imajo fluorescenco nad 4000 
RFU. Torej ComX sproži odziv surfaktinskega operona, kar je vidno kot povečanje števila 
celic v populaciji, ki svetijo z višjo jakostjo fluorescence. Vendar je odziv viden v 
manjšem deležu populacije in ne na celotni populaciji, kar kaže na heterogenost odziva in 
je v skladu s teorijo o diferenciaciji celic v subpopulacije (López in sod, 2009). Biosenzor 
2 se odziva na ComX podobno (opazimo izrazito povečanje fluorescence posameznih celic 
in tudi, da je delež celic, ki svetijo z zelo visoko fluorescenco ( 8000 RFU) manjši kot pri 
biosenzorju 1). 
 
Razlika v distribuciji jakosti fluorescence posameznih celic obeh biosenzorjev v prisotnosti 
10 nM koncentracije ComX se odraža tudi v krivuljah odziva na ComX, ki sta nekoliko 
različni. Krivulja biosenzorja 1 je bolj strma kot krivulja biosenzorja 2, katere naklon manj 
strmo narašča z višanjem koncentracije ComX. Slednje je razvidno iz parametrov podanih 
v Preglednici 7. 
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Slika 7: Prilagojene krivulje z Enačbo 3 odziva na signalni peptid ComX za biosenzor 1, BM1456 (─) in 
biosenzor 2, BM1455 (─). Prikazani so tudi 95 % intervali zaupanja za biosenzor 1 (---) in  
biosenzor 2 (---). 
 
Preglednica 7: Primerjava parametrov odziva na signalni peptid ComX med biosenzorjem 1 in biosenzorjem 
2.  









1,10 ± 0,05 3,5 ± 0,2 2,2 ± 0,2 15000 ±  
4000 
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Slika 8: Distribucija jakosti fluorescence posameznih celic biosenzorja 1 (BM1456) brez ComX (A, ■) in 
biosenzorja 1 z 10 nM ComX (B, ■). Distribucija jakosti fluorescence posameznih celic biosenzorja 2 
(BM1455) brez ComX (C, ■) in biosenzorja 2 z 10 nM ComX (D, ■). Oba seva prikazujeta stanje po 4 h 
inkubaciji. Napaka je SD štirih bioloških ponovitev. 
 
  
Pandur Ž. Kvantifikacija odziva biosenzorja Bacillus subtilis na signalni peptid ComX.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
45 
4.5 SPREMINJANJE ODZIVA BIOSENZORJA NA SIGNALNI PEPTID ComX 
GLEDE NA ČAS INKUBACIJE 
Odziv biosenzorja 2 na ComX smo ovrednotili pri treh časovnih točkah: po 3, 4 in 6 urah 
inkubacije biosenzorja brez in s signalnim peptidom ComX. Glede na rastno krivuljo seva 
pri uporabljenih pogojih (Priloga C) je razvidno, da je po treh urah kultura v eksponentni 
fazi, po štirih urah na prehodu v stacionarno fazo in po šestih urah so celice v stacionarni 
fazi rasti. Po dveh urah inkubacije še ni bilo vidnega odziva, po 24 urah so imeli rezultati 
veliko eksperimentalno napako, najverjetneje zaradi povezovanja celic med seboj v skupke 
in posledično je bila analiza celic otežena (rezultati niso prikazani). 
 
Krivulja odziva na ComX je po 3 h inkubacije rahlo pomaknjena v desno stran oziroma 
proti višjim koncentracijam signalnega peptida ComX, oziroma se odziv začne šele pri 
približno 2 nM koncentraciji signalnega peptida ComX (Slika 9). Parameter k je tudi višji, 
kar nakazuje, da je odziv opazen šele pri višjih koncentracijah dodanega ComX 
(Preglednica 8). Maksimalne vrednosti relativne fluorescence se med časovnimi točkami 
ne spreminjajo. Med časovnima točkama 4 h in 6 h z obstoječo metodo ne vidimo razlik, 
saj sta krivulji zelo podobni in tudi parametri se statistično ne razlikujejo. To nakazuje, da 
je odziv na peptid na prehodu v stacionarno fazo hiter in se tekom stacionarne faze 
bistveno ne spremeni. Podrobnejše slike odzivov biosenzorja na ComX pri neodvisnih 
ponovitvah so prikazane v Prilogah E, F in G. 
 
Distribucija fluorescence celic pri 10 nM koncentraciji ComX ravno tako nakazuje, da je 
pri 3 h inkubaciji odziv najnižji, saj tudi posamezne celice ne svetijo zelo močno (Slika 
10). Jakost fluorescence se poveča pri 4 h inkubaciji, med 4 h in 6 h inkubacijo ni bistvene 
razlike v jakosti fluorescence posameznih celic (Sliki 11 in 12). 
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Slika 9: Prilagojene krivulje odziva na signalni peptid ComX za biosenzor 2 (BM1455) po 3 h inkubacije 
(─), 4 h inkubacije (─) in 6 h inkubacije (─). Podatki so izračunani na podlagi enačbe 3. Prikazani so tudi 95 
% intervali zaupanja po 3 h inkubacije (---), 4 h inkubacije (---) in 6 h inkubacije (---). 
 
Preglednica 8: Primerjava parametrov odziva biosenzorja 2 (BM1455) na signalni peptid ComX po različnih 
časih inkubacije. 
Čas inkubacije Vmax k n Maksimalna fluorescenca 
(RFU) 
3h 1,0 ± 0,1 5,2 ± 0,4 4,4 ± 1,0 12000 ± 5000 
4h 1,1 ± 0,1 3,5 ± 0,2 2,2 ± 0,2 15000 ± 5000 
6h 1,1 ± 0,1 3,7 ± 0,3 2,3 ± 0,3 10000 ± 3000 
Pandur Ž. Kvantifikacija odziva biosenzorja Bacillus subtilis na signalni peptid ComX.  
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Slika 10: Distribucija jakosti fluorescence posameznih celic biosenzorja 2 (BM1455) brez ComX (A, ■) in 
biosenzorja 2 z 10 nM ComX (B, ■) po 3 h inkubacije. Napaka je SD štirih bioloških ponovitev. Preštetih in 
kvantitativno ovrednotih je bilo približno 2000 celic na biološko ponovitev. 
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Slika 11: Distribucija jakosti fluorescence posameznih celic biosenzorja 2 (BM1455) brez dodanega peptida 
ComX (A, ■) in biosenzorja 2 v prisotnosti 10 nM ComX (B, ■) po 4 h inkubacije. Napaka je SD štirih 
bioloških ponovitev. Preštetih je bilo približno 2000 celic na biološko ponovitev. 
Pandur Ž. Kvantifikacija odziva biosenzorja Bacillus subtilis na signalni peptid ComX.  
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Slika 12: Distribucija jakosti fluorescence posameznih celic biosenzorja 2 (BM1455) brez ComX (A, ■) in 
biosenzorja 2 z 10 nM ComX (B, ■) po 6 h inkubacije. Napaka je SD štirih bioloških ponovitev. Preštetih je 
bilo približno 2000 celic na biološko ponovitev.  


























Pandur Ž. Kvantifikacija odziva biosenzorja Bacillus subtilis na signalni peptid ComX.  




5.1 PRIDOBIVANJE SIGNALNEGA PEPTIDA ComX 
Povečanje donosa rekombinantnih proteinov je pomembno tako v industriji kot tudi v 
raziskovalni stroki. Pri klasični metodi sintezo rekombinatnega proteina induciramo z 
IPTG. Tudi rekombinantni sev E. coli induciramo z IPTG, vendar je bil donos ComX po 
protokolu prirejenem po Ansaldi in sod. (2002) zelo nizek. 
 
V okviru magistrskega dela smo protokol modificirali. Z dodatkom elementov v sledovih 
minimalnemu gojišču M9 smo povečali celično gostoto in obenem tudi donos signalnega 
peptida ComX za približno petkrat v primerjavi z izhodno metodo. Podobno so se 
problema lotili Sivashanmugam in sod. (2009), ki so izboljšali donos rekombinantnega 
proteina v bakteriji E. coli za 9 do 85 krat. Pri pridobivanju signalnega peptida ComX v 
našem primeru nismo dosegli tako visokega izkoristka, torej je še nekaj neizkoriščenih 
možnosti za povečanje donosa. Na primer, lahko bi podobno kot Sivashanmugam in sod. 
(2009) izvedli dvojno selekcijo založne kulture producenta. Protokol dvojne selekcije so 
izvedli tako, da so bakterije iz ene rekombinantne kolonije nacepili v tekoče gojišče LB, 
inkubirali do OD600 približno 0,7-0,9 in nato kulturo nanesli na agarsko ploščo. Zrasle 
kolonije so potem uporabili za klasično indukcijo z IPTG. Izražanje rekombinantnega 
proteina so preverjali z metodo SDS-PAGE. Kolonije z visoko ekspresijo so uporabili za 
ponovno (drugo) selekcijo. Sev z najvišjim izražanjem rekombinantnega proteina so nato 
shranili kot založno kulturo producenta na -80 °C. Poleg tega bi lahko v prihodnosti 
testirali vpliv časa inkubacije po indukciji z IPTG in vpliv temperature na produkcijo 
rekombinantnega proteina. 
 
O stabilnosti čistega signalnega peptida ComX v pufru SS z BSA ni veliko znanega. 
Stabilnost čistega peptida v acetonitrilu z 0,1 % TFA in pri sobni temperaturi v vakuumu je 
slaba, zato se predvideva, da ta slabo prenaša kislo okolje (Okada in sod., 2004). Naše 
meritve so pokazale, da je shranjevanje čistega signalnega peptida ComX v pufru SS z 
BSA primerno, saj je ComX dovolj stabilen in je pri omenjenih pogojih koncentracija 
aktivnega ComX upadla le za 50 % v 100 dneh. Založna raztopina čistega signalnega 
peptida ComX je bila nizka (200 nM), zato je možno, da bi se stabilnost še dodatno 
povečala, če bi shranjevali založno raztopino z višjo koncentracijo signalnega peptida. 
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5.2 PRIMERJAVA RAZLIČNIH METOD KVANTIFIKACIJE IZRAŽANJA GENOV 
Za kvantifikacijo izražanja genov lahko uporabimo različne metode zaznavanja. Med 
pogosto uporabljene metode sodita tudi ß-galaktozidazni test in zaznavanje fluorescence 
preko fluorescenčnih reporterjev (npr. proteina YFP). ß-galaktozidazni test temelji na 
encimski razgradnji substrata, medtem ko YFP vzbudimo z določeno ekscitacijsko valovno 
dolžino svetlobe in potem merimo emitirano svetlobo. Garcia in sod. (2011) so ugotovili 
linearno povezavo med absolutnimi vrednostmi med ß-galaktozidaznim testom in 
merjenjem fluorescence na mikroskopu. Razmerje med absolutnimi vrednostmi, ki ju 
metodi podajata, zavisi od nastavljivih parametrov pri zajemu fluorescence in tudi 
encimatskih pogojev pri -galaktozidaznem testu, kot je npr. temperatura. ß-galaktozidazni 
test ima nižji prag detekcije kot fluorescenčni reporter, saj je pri fluorescenci dodatna 
avtofluorescenca celic, ki moti zaznavanje majhnih količin proteina YFP. 
 
V našem poskusu je vidna signifikantna razlika na nivoju praga detekcije posamezne 
metode, ki se razlikujeta za približno 5 krat v prid ß-galaktozidaznemu testu (Preglednica 
6). Avtofluorescenca ni odvisna samo od seva, ampak je odvisna tudi od časa inkubacije in 
vrste gojišča, zato moramo biti pri postavljanju metode pozorni tudi na omenjene 
parametre. Merjenje fluorescence se lahko izvaja na mikročitalcu ali na mikroskopu. Na 
mikroskopu je boljši prag detekcije obenem dobimo še dodatno informacijo o fluorescenci 
posamezne celice. V našem primeru se je pri merjenju fluorescence v mikročitalcu pojavil 
tudi problem posedanja celic na dno in posledično velika nehomogenost rezultatov, zato 
smo fiksirali celice po istem protokolu kot za mikroskopiranje - resuspendiranje vzorcev v 
topli agarozi (Priloga K). 
 
5.3 ODZIV BAKTERIJE B. subtillis PS-216 NA SIGNALNI PEPTID ComX 
5.3.1 Primerjava odziva na ComX pri biosenzorju 1 in 2  
Odziv bakterije PS-216 smo spremljali z biosenzorjema, ki sta imela okvarjen gen comQ, 
in vstavljen poročevalski gen pod uravnavo surfaktinskega promotorja. Surfaktinski 
promotor je bil vstavljen v lokus amyE. Poleg že prisotnega surfaktinskega operona je bil 
tako v celico vstavljen še dodatni surfaktinski promotor kar pomeni, da smo teoretično 
spremljali le del odziva, saj se je vpliv signala porazdelil še na dodatno promotorsko 
mesto. ComA regulira najmanj 89 genov in 35 transkripcijskih enot (Comella in Grossman, 
2005). Zato obstaja možnost, da so lahko absolutne vrednosti drugačne pri divjem sevu v 
primerjavi z mutanto v genu comQ, vendar pričakujemo, da se oblika krivulje ne razlikuje. 
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Insercijska mutageneza z vključitvijo gena za antibiotično odpornost v tarčni gen ima 
lahko polaren učinek in vpliva na izražanje genov, ki so zapisani za insercijo (Junges in 
sod., 2017). V primeru  konstrukta comQ::kan so ugotovili, da pride pri mutanti, ki nosi 
comQ::kan, do povečanega prepisa genov comX in comP in posledično ima ta sev 
močnejši odziv na signalni peptid ComX kot divji tip (Bareia in sod., 2017). V okviru 
magistrskega dela smo preverili razlike v odzivu biosenzorjev, ki sta imela okvarjen gen 
comQ na dva različna načina. Biosenzor 1 je imel okvarjen gen z insercijsko mutagenezo 
(gen za odpornost proti kanamicinu), medtem ko je imel biosenzor 2 okvarjen gen s 
tehnologijo »markerless«, kjer ni pričakovati polarnega učinka. Rezultati kažejo, da sproži 
biosenzor 1 močnejši odziv na dodani signalni peptid ComX kot biosenzor 2, kar je v 
skladu z rezultati Bareia in sod. (2017). Vendar slednji niso uporabili enakega seva 
(biosenzor 2), kot je bil uporabljen v naši raziskavi. Zanimivo je, da je bila spodnja meja 
zaznave signala primerljiva (0,2 nM koncentracija ComX). 
 
Pri sevu PS-216 comQ::kan so ugotovili, da se surfaktinski operon prekomerno odziva na 
dodan peptid ComX v primerjavi z divjim tipom (Oslizlo in sod., 2014). Ta sev ima tudi 
nižji fitnes v kokulturi z divjim tipom, kar so avtorji razlagali kot posledico prekomerne 
sinteze skupne dobrine (surfaktina) in povečane občutljivosti na sam surfaktin (Oslizlo in 
sod., 2014). V primeru mutante brez označevalca (PS-216 ∆comQ) opazimo znižan prag 
zasičenja intenzitete odgovora ter nižjo občutljivost na signalni peptid ComX, kot je to 
značilno za sev PS-216 comQ::kan. Ta sev se približa odzivanju divjega tipa na dodan 
ComX. To nakazuje, da je prekomerna občutljivost mutante PS-216 comQ::kan, verjetno 
artefakt bodisi prekomerne sinteze ComP ali morda kakšnega drugega, še neraziskanega 
mehanizma. 
 
5.3.2 Odziv na signalni peptid ComX na nivoju posamezne celice  
López in sod. (2009) so ugotovili, da se na signalni peptid ComX odzove le določen del 
celotne populacije. Prav tako so ugotovili, da producenti matriksa ne postanejo aktivni 
producenti surfaktina. Izražanje surfaktina nakazuje na bimodalni vzorec izražanja gena, 
saj se gen izraža le v subpopulaciji celic (López in sod., 2009; Oslizlo in sod., 2014).  
 
Naši rezultati potrjujejo to dognanje, saj smo tudi mi opazili bimodalno izražanje 
surfaktinskega operona, kjer le del celic v populaciji sveti bolj močno ob dodatku 
signalnega peptida ComX, medtem ko se osnovna populacija (celice z nizko fluorescenco) 
bistveno ne spremeni in ne odzove na ComX. 
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5.3.3 Primerjava odziva biosenzorja glede na čas izpostavljenosti signalnemu 
peptidu ComX 
Quorum sensing sistem pri bakteriji Bacillus subtilis temelji na zaznavanju zunajceličnega 
signalnega peptida in se vklopi ob zadostni količini peptida (Magnuson in sod., 1994; 
Oslizlo in sod., 2014). Ni znano, kako vpliva na odziv čas inkubacije biosenzorja s 
signalnim peptidom ComX oziroma v kateri fazi rasti je biosenzor, ki se odziva na ComX. 
To vprašanje smo preučevali tudi v tem delu. Na podlagi rastne krivulje za naš sistem 
(Priloga C) smo okvirno določili v kateri fazi rasti se nahajajo celice ob določenem času in 
nato preverili, kakšen je njihov odziv na signalni peptid ComX. Po treh urah so bile celice 
v eksponentni fazi, po štirih urah so bile na prehodu v stacionarno fazo, po šestih urah so 
bile celice že v stacionarni fazi rasti. Na začetku eksponentne faze po 2 h inkubacije še ni 
bilo odziva na signalni peptid (rezultati niso prikazani). 
 
Odziv smo najprej izmerili po treh urah; odziv je bil močnejši po štirih in šestih urah 
inkubacije, a v teh dveh točkah ni bilo signifikantne razlike med maksimumoma. Pojavi se 
vprašanje, kako to, da prvi dve uri ni odziva na signalni peptid, saj je le-ta ves čas prisoten. 
Možna razlaga bi bila, da celice še nimajo receptorja ComP, ker se lokus comQXPA še ne 
izraža v zadostni meri v začetku eksponentne faze rasti. Ob tem je treba poudariti, da je 
bila biosenzorska kultura precepljena najprej iz prekonočne kulture v sveže gojišče in šele, 
ko je tu dosegla zgodnjo eksponentno fazo je bila precepljena v gojišče s ComX. V 
prekonočni kulturi prisotni ComP se je ob predpostavljeni odsotnosti izražanja lokusa 
comQXPA na začetku eksponentne faze rasti zaradi zaporednih delitev rastočih celic z 
vidika posamezne celice pomembno razredčil. V primeru, da se receptor sintetizira 
počasneje kot je razpolovni čas bakterije, se količina receptorjev z vsako delitvijo manjša 
in zato je lahko odziv na peptid zmanjšan. Na prehodu v stacionarno fazo se celice počasi 
prenehajo deliti, zato je po pričakovanju močnejši odziv na signalni peptid ComX kot po 
treh urah inkubacije. Najmočnejši odziv bi pričakovali po šestih urah inkubacije, saj se 
celice prenehajo deliti in posledično, naj bi se protein YFP kopičil v celicah. Obratno se 
sintetizirana količina proteina YFP med delitvijo celic razpolovi in posledično je povprečje 
fluorescence na celico manjše zaradi delitve. Vendar iz naših rezultatov ni razvidna 
pomembna razlika v primerjavi s štirimi urami inkubacije, kar kaže na to, da je izražanje 
yfp in s tem tudi surfaktinskega operona odvisno od faze rasti. 
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Na prehodu v stacionarno fazo se lahko celice pričnejo diferencirati, kar vodi v stacionarni 
fazi do pojava različnih celičnih podtipov (Aguilar in sod., 2007) in s tem tudi do 
spremenjene občutljivosti na signalni peptid. Zato je lahko odziv na signalni peptid ComX 
maksimalen že na prehodu v stacionarno fazo in se bistveno ne spremeni v stacionarni fazi. 
Pojav diferenciacije bi lahko prispeval tudi k nekoliko slabši ponovljivosti poskusov po 
šestih urah inkubacije v primerjavi s štirimi urami (Priloge E, F in G). Dodatno slabša 
ponovljivost poskusov po šestih urah inkubacije je tudi težnja celic, da z daljšanjem časa 
inkubacije agregirajo, kar zmanjšuje točnost in natančnost mikroskopske analize. Po drugi 
strani je lahko vzrok za povečano raznolikost bioloških ponovitev po treh urah inkubacije v 
primerjavi s štirimi urami nesinhronost populacije in sorazmerno kratek čas inkubacije. 
Celice se lahko v različnih serijah poskusa razlikujejo po tem kako globoko v eksponentni 
fazi rasti so – nekatere ponovitve so lahko imele nekoliko daljšo lag fazo ali manjši 
inokulum in posledično so se celice po treh urah morda šele pričele deliti, medtem ko so 
bile pri drugih ponovitvah celice po treh urah inkubacije že dlje časa v eksponentni fazi 
rasti.   
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- Z dodajanjem limitnih faktorjev rasti povečamo celično gostoto producenta E. coli 
ED367 in posledično povečamo tudi količino rekombinantnega peptida ComX. Ta 
ugotovitev je v skladu s hipotezo 1. 
 
- Biosenzor 1 (gen comQ ima insercijo z antibiotskim označevalcem) je bolj 
občutljiv in se močneje odziva na signalni peptid ComX kot biosenzor 2, ki ima gen 
comQ okvarjen s tehnologijo brez označevalca. 
 
- Čas inkubacije biosenzorja (oziroma faza rasti biosenzorja) s signalnim peptidom 
ComX vpliva na odziv biosenzorja na ComX. Odziv celic v eksponentni fazi rasti je 
nižji od odziva na prehodu v stacionarno fazo oziroma odziva celic v stacionarni 
fazi rasti. Parametra k in n sta po 3 h inkubacije višja kot po 4 h in 6 h inkubacije. 
Parametra k in n se med 4 h in 6 h inkubacije ne bistveno razlikujeta. 
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Eden izmed pristopov za povečanje donosa rekombinantnega proteina iz producentske 
celice so molekularne tehnike, s katerimi lahko skonstruiramo optimalen genski insert in 
tako omogočimo izražanje rekombinantnega gena v večjih količinah (Chen, 2012). Drugi 
pristop za povečanje donosa je optimizacija rastnih pogojev producenta, saj lahko več 
aktivnih celic v končni fazi pomeni več rekombinantnega proteina (Sivashanmugam in 
sod., 2009). Pri rasti celic v minimalnem gojišču so največkrat limitni faktorji rasti 
elementi v sledovih, ki so načeloma prisotni v založnih raztopinah, vendar največkrat v 
prenizkih koncentracijah, zato lahko dodatek elementov v sledovih znatno izboljša rast 
celic (Studier, 2005). 
 
Običajen protokol za sintezo rekombinantnega proteina pod IPTG inducibilnim sistemom 
poteka v minimalnem gojišču M9, kjer celice ne morejo rasti optimalno ter posledično ne 
dosežejo visoke celične gostote. Lahko pa najprej namnožimo producenta v bogatem 
gojišču, kjer dosežemo visoko celično gostoto in šele nato prenesemo celice v minimalno 
gojišče, kjer jih induciramo z IPTG (Sivashanmugam in sod., 2009). Metoda s predhodnim 
povečanjem celične gostote in indukcijo sinteze z IPTG v naslednji fazi je v našem primeru 
povečala donos proteina ComX za petkrat v primerjavi z običajnim protokolom. 
Shranjevanje čistega signalnega peptida ComX v pufru SS z BSA pri temperaturi 4 °C se 
je izkazalo za relativno stabilno, saj je razpolovni čas peptida pri omenjenih pogojih 
približno 100 dni. 
 
Kvantifikacijo genskega odziva lahko opravimo z različnimi reporterskimi geni in na 
različne načine. Primerjali smo reporterska gena za ß-galaktozidazo in protein YFP ter 
potrdili, da ima vsak reporterski gen svoje prednosti in slabosti. Fluorescenco proteina YFP 
omogoča meritve na mikroskopu in na fluorescentnem mikročitalcu, pri čemer je imel 
fluorescenčni mikročitalec višjo mejo zaznavanja (1,5 nM koncentracija ComX) kot 
mikroskop (1 mM koncentracija ComX). ß-galaktozidazni test ima najbolj občutljivo mejo 
zaznavanja (pri 0,2 nM koncentraciji ComX). Prednost uporabe mikroskopa za zaznavanje 
izražanja genov je, da omogoča analizo jakosti fluorescence za posamezne celice. Pri 
mikroskopu smo izboljšali protokol za analize, tako, da smo uporabili mikrotitrske plošče 
kot nosilec vzorca s čimer smo zelo poenostavili in pospešili raziskovanje genskega odziva 
oziroma smo lahko obdelali več vzorcev hkrati. 
 
B. subtilis je ubikvitarna po Gramu pozitivna bakterija, ki za medcelično komuniciranje 
uporablja izvencelične signalne peptide. Pri razvoju genske kompetence sodeluje sistem 
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comQXPA, ki je tudi odgovoren za produkcijo surfaktina, nastanek biofilma in izpust DNA 
iz celic v okolje. Za razumevanje odziva na signalni peptid ComX uporabljamo 
biosenzorje, ki ne sintetizirajo ComX (imajo okvarjen gen comQ), in hkrati nosijo 
vstavljen poročevalski gen (yfp ali lacZ) pod kontrolo promotorja operona srfA. Na 
razpolago smo imeli dva biosenzorja: biosenzor 1, ki ima inaktiviran gen comQ z 
insercijsko mutagenezo (kaseta za kanamicinsko odpornost), in biosenzor 2, ki ima gen 
comQ izbrisan s tehnologijo brez označevalca. Klasična mutageneza s selekcijskim 
markerjem lahko vpliva na izražanje gena zaradi polarnosti (Junges in sod., 2017), zato 
smo merili odziv na ComX pri obeh biosenzorjih označenih z reporterjem YFP. Rezultati 
kažejo, da se biosenzor 1 močneje odziva na enake koncentracije signalnega peptida 
ComX kot biosenzor 2. Občutljivost zaznavanja signalnega peptida je nekoliko višja pri 
biosenzorju 1, čeprav je spodnji prag detekcije ComX primerljiv med biosenzorjema. 
 
Preverili smo tudi kako se spreminja odziv na signalni peptid glede na čas inkubacije s 
signalnim peptidom. Ugotovili smo, da se odziv na signalni peptid spreminja glede na fazo 
rasti. Po treh urah inkubacije so bile celice v času eksponentne faze rasti – takrat se je 
biosenzor odzival samo na višje koncentracije dodanega signalnega peptida ComX 
(približno 2,5 nM), medtem ko se je na prehodu v stacionarno fazo (po 4 h inkubacija) sev 
odzval na nižje koncentracije signalnega peptida ComX (približno 1 nM). V stacionarni 
fazi rasti (po 6 h inkubacije) ni bilo vidne razlike v odzivu v primerjavi s 4 h inkubacijo, 
kar kaže, da je maksimalen odziv na signalni peptid ComX viden že na prehodu v 
stacionarno fazo rasti celic. 
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Priloga A: Potek programa izvedbe HPLC (ime protokola: »optimised gradient ComX 
2.4EVO«). 
Čas Pretok Črpalka A Črpalka B Valovna dolžina 
[min] [ml/min] [% A] [% B] [nm] 
0 1.00 0 100 214 
0.02 1.00 0 100 214 
5.00 1.00 0 100 214 
5.02 1.00 0 100 214 
10.00 1.00 20 80 214 
10.02 1.00 20 80 214 
54.00 1.00 25 75 214 
54.02 1.00 25 75 214 
57.00 1.00 100 0 214 
62.00 1.00 100 0 214 
65.40 1.00 0 100 214 
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Priloga B: Mikroskopski sliki na istem mestu zajema slik. Slika A je bila posneta pri 
vzbujanju z laserjem 488 nm (protein YFP). Slika B je bila posneta pri vzbujanju z 
laserjem 405 nm (barvilo DAPI).  
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Priloga C: Rastna krivulja biosenzorja 2 brez dodanega ComX (■) in z 10 nM 
koncentracijo peptida ComX (●) v gojišču CM v mikrotitrski plošči. Priprava in inkubacija 
je potekala po protokolu 3.6.6. Izmerjena je bila optična gostota pri valovni dolžini 650 nm 
na spektrofotometru. Po dodatku ComX v gojišče se oblika rastne krivulje ne bistveno 
spremeni, zmanjša se OD650 pri višjih koncentracijah dodanega peptida ComX kar 
nakazuje, da je odziv na quorum sensing veliko metabolno breme in se rast celic upočasni. 
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Priloga D: Normalizirane meritve fluorescence biosenzorja 1 (BM1456) – sev z 
antibiotskim označevalcem, po 4 h inkubacije pri temperaturi 37 °C. Prikazano je najboljše 
prileganje rezultatov z Enačbo 3 (─) skupaj s 95 % intervalom zaupanja (---). 
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Priloga E: Normalizirane meritve fluorescence biosenzorja 2 (BM1455) – po 4 h 
inkubacije pri temperaturi 37 °C. Prikazano je najboljše prileganje rezultatov z Enačbo 3 
(─) skupaj s 95 % intervalom zaupanja (---). 
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Priloga F: Normalizirane meritve fluorescence biosenzorja 2 (BM1455) po 3 h inkubacije 
pri temperaturi 37 °C. Prikazano je najboljše prileganje rezultatov z Enačbo 3 (─) skupaj s 
95 % intervalom zaupanja (---). 
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Priloga G: Normalizirane meritve fluorescence biosenzorja 2 (BM1455) po 6 h inkubacije 
pri temperaturi 37 °C. Prikazano je najboljše prileganje rezultatov z Enačbo 3 (─) skupaj s 
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Priloga H: Preverjanje bledenja proteina YFP glede na različno jakost laserja 488 nm skozi 
daljšo časovno izpostavljenosti vzorca laserju na istem mestu (ostale nastavitve laserja so 
opisane v poglavju 3.6.7). Slika predstavlja odvisnost povprečja jakosti fluorescence v 
odvisnosti od časa izpostavljenosti vzorca laserju na istem mestu. Ena meritev predstavlja 
zajem ene slike oziroma meritve (pixel dwell time 1, 03 µs, oziroma čas zajema slike je bil 
5,06 s). Velikost slike je bila 1024 x 1024 slikovnih točk oziroma 319,5 µm x 319,5 µm. 
Opravili smo 30 zaporednih meritev (skupni čas 151,8 s). Prikazane so linearne regresije 
posameznih jakosti laserja (─) meritev s 95 % intervalom zaupanja (---). 
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Preglednica podatkov krivulj linearne regresije pri preverjanju bledenja proteina YFP pri 
različnih jakostih laserja skozi čas. 
Jakost laserja 488 nm 15 % 3,5 % 1 % 0,5 % 
Presečišče z osjo Y 4200 ± 20 860 ± 7 360 ± 4 270 ± 2 
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Priloga I: Celoten makro, ki smo ga uporabili pri analizi mikroskopskih slik s pomočjo 
programa ImageJ 1.51. 
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Nadaljevanje Priloge J: Celoten makro, ki smo ga uporabili pri analizi mikroskopskih slik s 
pomočjo programa ImageJ 1.51. 
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Priloga K: Rastne krivulje bakterije E. coli ED367 pri procesu pridobivanja 
rekombinantnega peptida ComX. Na sliki sta prikazani rastni krivulji klasičnega IPTG 
induciranja in klasičnega IPTG induciranja z dodatkom FeSO4 v minimalno gojišče M9. 
Vidna je višja celična gostota pri dodatku FeSO4 kot pri klasičnemu minimalnem gojišču 
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Induciranje z IPTG 
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Priloga L: Primerjava meritve fluorescence suspenzije kulture v MTP na fluorescenčnem 
mikročitalcu (■) in fiksirane suspenzije z agarozo v MTP (■). Sliki prestavljata isto 
biološko ponovitev, najprej je bila izmerjena fluorescenca v suspenziji in nato smo celice 
fiksirali po protokolu opisanem v poglavju 3.6.6.2, le da nismo dodali barvila DAPI v 
vzorec. Iz slik je razvidno, da s fiksacijo celic dobimo manjšo SD pri ponovitvah meritev. 
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